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Résumé

Résumé

Ridolfia segetum, est une plante aromatique, médicinale, appartenant a la famille des
apiecées, appelée communément (Karwiya el amya). Elle est spontanée, qui pousse en région
méditerranéenne largement répandue en Afrique du nord, particulierement en sud Algérie

trouve dans la région d'Boukais wilaya de Bechar.

Notre travail porte sur l'extraction des principes actifs des grains de plante Ridolfia
segetum ; ou Les principes actifs ont une source inépuisable de molécules dotées de propriétés

médicamenteuses trés recherchées dans le domaine pharmaceutique.

Les principes actifs contenus dans les graines de Ridolfia Segetum, ont été extraits par

méthode de macération et séparés en fonction de différents solvants de polarité croissante.

Les résultats de I’effet de Activité antioxydant monte que I’extrait dichlorométhane

c’est un antioxydant que favorise un intérét économique

Mots clés : Les principes actifs et métabolites secondaires, Ridolfia segetum,
Macération, Spectroscopie, Activité antioxydant, région d'Boukais.
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Résumé

Abstract

Ridolfia segetum, is an aromatic, medicinal plant belonging to the apieceae family,
commonly called (Karwiya el amya). It is spontaneous, which grows in the Mediterranean
region widely distributed in North Africa, particularly in southern Algeria found in the region

of Boukais wilaya of Bechar.

Our work focuses on the extraction of active ingredients from the seeds of the Ridolfia
segetum plant; where The active principles have an inexhaustible source of molecules

endowed with medicinal properties highly sought after in the pharmaceutical field.

The active ingredients contained in the seeds of Ridolfia Segetum, were extracted by
maceration method and separated according to different solvents of increasing polarity.

Antioxidant activity effect results show that dichloromethane extract is an antioxidant

favored by economic interest

Key words : Active ingredients or secondary metabolites, Ridolfia segetum, Maceration,

Spectroscopy, Antioxidant activity, Boukais region
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Introduction Générale

Introduction Générale

Depuis des milliers d'années, I'homme a utilisé diverses ressources trouvées dans Son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies [1].

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir des nouveaux
Médicaments. Elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la

découverte de nouvelles molécules necessaires a la mise au point de futurs médicaments [2].

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées in vivo et in vitro
des tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont largement

utilisés en thérapeutique [3]

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et ils sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques. L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brdlante actualité malgré
son ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne végétal représente une source

importante d’une immense variété de molécules bioactives [4].

Cette matiére vegétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie, Parmi
ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,

les lignanes, les terpenes et les flavonoides.

En Algérie pays trés riche de Sa variété a base de plantes, la médecine traditionnelle y a
sa place mais on ne voit pas cette complémentarité de la phytothérapie a la médecine.
Botanistes, photochimistes, pharmacologues et médecins sont appelés a conjuguer leurs
connaissances scientifiqgues pour que la phytothérapie soit une discipline thérapeutique
officielle comme c'est le cas dans plusieurs pays (Chine, Turquie, etc...) [5].

Ridolfia segetum a fait l’objet de récentes recherches dans les domaines

pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe aromatiques[6]

C'est une herbe aromatique Il est d'une grande importance car il est utilisé comme

alternative non seulement pour protéger les aliments de lI'oxydation, mais aussi pour traiter

Certaines maladies infectieuses comme les antioxydants ... et les antimicrobiens [7]
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Introduction Générale

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail était de mettre en évidence I'activité

Antioxydant des échantillons de Ridolfia segetum (celui de la région de la ville de

Béchar notre travail comporte quatre (4) chapitres:

Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique des métabolites
secondaires. Le deuxiéme chapitre traite de la présentation botanique de Ridolfia segetum

appartiennent a la famille des Apiécées.

Le troisiéme chapitre concerne la partie expérimentale, qui comporte I’effet antioxydant

des principes actifs
Le quatrieme chapitre rassemble tous les résultats qui seront suivis d'une discussion.

Enfin, une conclusion générale qui résume tous les résultats des travaux fournis.
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Chapitre | Métabolites secondaires

Chapitre |

Métabolites secondaires

1.1 Généralité

1.1.1. Les métabolites (ou produits végétaux naturels)

Les métabolites sont les produits médiateurs des réactions métaboliques mises en
évidence par diverses enzymes qui se produisent naturellement dans les cellules. Ce terme est
souvent utilisé pour décrire de petites molécules [7]. Chez les plantes, il existe deux grandes

classes des métabolites :
1.1.1.1. Métabolites primaires

Les principaux métabolites sont incorporés dans la cellule car ils sont essentiels a leur
croissance. Les principaux fournisseurs de services sont les acides aminés, les alcools, les
vitamines (B2 et B12), les polyols, les acides organiques, ainsi que les nucléotides (par

exemple, inosine-5'-monophosphate et guanosine-5'-monophosphate).[8-9]
| 1.1.2. Métabolites secondaires

Un Meétabolite secondaire est une molécule qui, par exclusion, n'appartient pas
au métabolisme primaire . Ce dernier est indispensable a la nutrition , il assure la
croissance, le développement d'un organisme. Les métabolites primaires rassemblent les

acides aminés, leslipides , les sucres ou les acides nuléiques.[10 ]
1.1.2. Interrelation entre métabolisme secondaire et métabolisme primaire

Les métabolites végetaux secondaires peuvent étre définis comme des molécules qui
ne sont pas directement essentielles a la vie végetale, par opposition aux métabolites primaires

(glucides, lipides et protéines) qui alimentent les principales voies du métabolisme basal.

Ces substances, qui sont issues du meétabolite principal (numéro n ° 1), affectent la structure
des plantes mais aussi, elles exercent une action. L'apparence générale des métabolites

secondaires conduisant a I'adaptation des plantes a leur environnemen . [11-12]
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1.2. Présentation générales des métabolites secondaire

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en composés

phénoliques, alcaloides et terpénoides. [ 13-14]
1.2.1. Définition les métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques
(glucides,protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits «secondaires» dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines
aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire. Les métabolites secondaires
appartiennent a des groupes chimiques varies (alcaloides, terpenes, composés phénoliques...)

qui sont répartis de maniére diversifiée chez les végétaux.[ 15]
1.2.2. Biosynthese des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires résultent généralement de trois voies de biosynthése : la

voie de shikimate, la voie de mevalonate et du pyruvate.[1 6]
1.2.3. Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés
grande diversité de composés qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie
humaine.[ 17.18]

1.2.3.1. Les composés phénoliques
12.3.1.1. Définition les composés phénoliques

Plusieurs études ont été menées sur les métabolites secondaires, notamment le cas des
polyphénols largement utilisés en thérapeutique comme anti-inflammatoires, antioxydants,
inhibiteurs d'enzymes, antimicrobiens...ect. Les polyphénols sont une famille de molécules
trés répandues dans le representent une famille de plus de 8000 composés, parmi lesquels les
composés phénoliques excuses végétales. On les trouve dans les plantes, des racines aux

fruits, qui signifie qu'ils n'exercent pas de fonctions directes au niveau de l'activité
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fondamentalede l'organisme végétal. Les polyphénols sont des groupes de molécules
structurellesdiversement, I'élément structurel fondamental qui les caractérise est la présence
d'au moins unnoyau benzénique auquel les groupes hydroxyle sont directement liés, ces
moléculesplus séparés et identifiés dans les plantes, on retrouve des flavonoides et des tanins
[1Le groupe de phénols le plus important et le plus répandu est celui des flavonoides. [19]
Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies en fonction de la ligne de base

(tableau 1)

Squelette carbonée Classes de composés phénoliques

C6 Phénols simples et benzoquinones
C6-C1 Acides phénoliques
C6-C2 Acétophénones et les acides

phenylacétiques
C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques,
coumarines, phénylpropénes,
chromons
C6-C4 Naphthoquinones
C6-C1-C6 C6 Xanthones
C6-C2-C6 Stilbenes et anthraquinones

C6-C3-C6 Flavonoides et
isoflavonoides

Flavonoides et isoflavonoides

(C6-C1)2 Tannins hydrolysables
(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides
(C6-C3) (C6) n n Lignines
(C6) n Catéchols
(C6-C3-C6) n Tannins condensés

Tableau (1.1):: Les différentes classes des composés phénoliques.[20]

1.2.3.1.2. Structure chimique des polyphénols :

Les composés phénoliques sont un grand groupe de produits chimiques. L'élément
fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un cycle de benzene (aromatique),
auquel est directement attaché au moins un groupe hydroxyle (figure n °01), libre ou
impliqué dans une autre fonction: éther, ester ou hétéroside [21]]. IIs vont de simples
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molécules, telles que les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés, plus de
30 000 Daltons, tels que les tanins [22].

~.] Noym aromatique

OH Groupe OH Acide

Figure (1.1): squelette de base des polyphénols

1.3.1.3. Localisation des composés phénoliques

Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollen, fruits, graines et bois) [25]. Ils sont également présents dans de nombreuses
substances naturelles: fruits rouges, raisins, etc [24]. Parmi les composés phénoliques, dont 8
000 sont connus: les flavonoides, les quinones phénoliques, les lignanes, les xanthones, les

coumarines et d'autres classes existent en nombre considérable.[2 3]
1.2.3.1.4. Classification des polyphénols

On peut distinguer les catégories suivantes: les non-flavonoides (qui comprennent
lesacides phénoliques, stilbenes, lignines, lignanes, coumarines, etc.) etles flavonoides (qui
comprennent: les flavones, les flavonols, les flavanols, les isoflavones, etc.)sans oublier les

tanins qui sont des polyphénols complexes. [26]
1.2.3.1.4.1. Polyphénols monomériques:
a. Acides phénoliques:

Ce sont des composés organiques qui ont au moins une fonction carboxyle et un

hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de I'acide

hydroxybenzoique et I'acide hydroxycinnamique [28]
a.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1) :

Ces acides sont tres courants a la fois sous forme libre et sous forme combinée d'esters

ou d'hétérosides. [28-29] Cette catégorie est abondante dans les plantes et les aliments, en
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particulier les épices, les fraises, certains fruits rouges et les oignons dont les concentrations
peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais[30]. Les

dérivés les plus courants de I'acide hydroxybenzoique sont indiqués dans la figure suivante

 te] Rl
R1 = R2 = R3=R4 =H: acide benzoique {non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4=H,R3=CH: ackie p-hydroxydenzoique
R1=R4 = H,RZ =R3 = CH: adde protccatechique
R1 = R4 = H,R2 =0OCH3, R3 = OH : acide vanillqua
R4 R1=H, R2=R3 =R4 = OH: acide gallique

Figure (1.2): Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques.[2 8]
a.2. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3) :

Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
[29] et peuvent également étre amidés ou associés a des sucre (O-acylglucosides,

Oarylglucosides) ou des polyols comme I'acide quinique. [27]

R1=RZ=R3}=R4 = H: acide cnnamique (ron pharcligus)
= F1=Ri=Rd=H RZ=0H . acide p-coumanque
0-R, R1=R2=0H, R3 = R4 = H : atide caféique
R1 = OCH:, R2 = OH, R3 =R = H : acide fénliqus
R1=R3=00H, B2 = OH, Rd = H - acid=s snepigue

Rl =Rl =0H, R3 = H, R4 = acide quinique : sode chizogénigue

Kl

RZ
E3

Figure (1.3): Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques.[2 8]

L'acide caféeique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreuses plantes (grains de café, tomates, olives, pommes), notamment dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acide hydroxycinnamique de la plupart des fruits,
principalement sous forme d'ester d'acide quinique (acide chlorogénique). [30] L'acide
chlorogénique est présent en trés fortes concentrations dans le miel (430 mg / kg) [33] et dans

le café, une seule tasse peut contenir de 70 a 350 mg. [30]
b. Flavonoides :
b.1. Définition les flavonoides :

Les flavonoides sont caractérisés par une épine basique composée de quinze atomes de

carbone (C6-C3-C6) qui ont deux cycles benzéne A et B liés ensemblea partir d'une chaine
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correspondant a trois carbones (figure n°04). Numérotagenoté sera appliqué a différentes
sous-classes de flavonoides. Ceux-ci sontdifférenciée par le niveau d'oxydation du cycle
pyrane: on peut aussi distinguer leanthocyanes, flavonols, flavanols et autres classes, telles

que les flavones,flavanones et dihydrocalcons [34].

3 (‘) "
i P SR > ~ J
0 3 :
A & 5

Figure (1.4): Structure de base des flavonoides

Le terme «flavonoide», utilisé pour la premiére fois par Geissman et Hinreiner [35].
comprend tous les composés dont la structure est basée sur celle de la flavone: phényl-
2benzopyron Sa biosynthéese a lieu comme un précurseur commun,4,2,4,6-
tétrahydroxychalcone [36].Par action enzymatique, ce calcium est métabolisé endifférentes
classes de flavonoides la structure varie en fonction du degré d'oxydation du squelettebase et

position des substituants sur le noyau central.[3 7]
b. 2.Classification:

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurelle, de leur
gradehydroxylation et méthylation, degré de polymérisation, substitutions et conjugaison sur
le cycle C. Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes (Figure n°05):
anthocyanidines, flavonols, isoflavonols, flavones, isoflavones, flavanes,isoflavanes,

flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurons.[3 8]
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Sealvealvenivend

Flavanes Flavonols Flavanones Flavanonals
0 a. .0
e 0]
OH
Flavanol s Anthocyanidins Isofl arones

Neoflavonaids

I
o

Chalcones

Figure (1.5): Quelques structures de base des flavonoides. [39]
b.3. Propriétés pharmacologiques des flavonoides :

«L'activité la plus remarquable est qu'ils sont thermodynamiquement capables de
réduireoxydant les radicaux libres tels que superoxyde, peroxyle, alcoxyle et hydroxylepar
transfert d’hydrogéne ou par chélation d'ions métalliques impliqués dansproduction d'especes
réactives de I'oxygeéne. D'autres études ont également montré que les flavonoides sont de bons
inhibiteurs des enzymes responsables de la production deles radicaux libres tels que la
xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase.] Des études ont montré que
certains flavonoides tels que: la quercétine, la myricétine,L'apigénine et la chrysine ont des
effets anti-inflammatoires grace a l'action inhibitrice de enzymes responsables du
métabolisme de l'acide arachidonique.Les flavonoides préviennent le diabéte en inhibant
l'aldose réductase. Réduire le risque de maladies cardiovasculaires en prévenant. Les
flavonoides sont attribués a d'autres propriétés: veinotonique, antitumorale, analgésique,

antispasmodique, antibactérien, hépatoprotecteur, I'athérosclérose...etc.[ 40]
1.2.3.14.2 Les tanins

Le terme tanin dérive de la capacité de la peau des animaux a se contracter, ils sont
ungroupe de polyphénols de haut poids moléculaire. Ce sont des molécules hautement

hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles lorsqu'ils sont combinés avec des
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glucides, des protéines et des enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité. Il peut étre

lié & la cellulose et & de nombreux autres éléments minéraux [41]. On distingue: les tanins
hydrolysables et condensés.

a.l.Les tanins hydrolysables :

Ils sont constitués d'une molécule de sucre (le plus souvent glucose) estérifié avec de
I'acide gallique ou I'un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils sont
facilement hydrolysés chimiquement ou enzymatiquement.[4 2]

B
o P
S ,’3 o - " H\
HQ r= = — ¢ " “OM
LSS o7 o b G W% S
. (/ z / i S T | o
i - . =X
ud % I o, ::)XI A I
P '] ~ o
i | J\/\\§ O8O
Acude galkque Acide ellagique .m/‘\\.. PN "K J\
p ¥ == Ok
S

Figure (1.6): Exemple de Structure de Tanins hydrolysable
a.2. Tanins condensés:
Ce sont des produits de la polymérisation des flavan-3-ols (catéchines) et des flavan-

3,4-diols (leucoanthocyanidines). 1ls sont également appelés «tanins catéchétiques» et ne sont
hydrolysables que dans des conditions fortement acides.[4 2]

Figure (1.7): Exemple des tanins condensés. [42]
b. Lignines :
C'est I'un des polymeres biosourcés les plus abondants sur Terre, représentant 15 a 40%

de la matiere seche des arbres et 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C'est également le

polymere aromatique naturel le plus abondant. [43] Sous les limites de la gravité, la lignine
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semble notamment renforcer les parois cellulaires. [44] Le role des lignines dans I'évolution
des plantes, formant une barriere mécanique, de goQt désagréeable, et réduisant la digestibilité
des sucres dans la paroi, les lignines participent a la résistance des plantes aux
microorganismes et aux herbivores, la lignification est une réponse courante a l'infection ou

une blessure. [45]

HO . or

Lignin— Lianin

Figure (1.8): Structures chimiques de lignine. [46]
1..2.3.1.4.3. Coumarines, Stilbenes (les plus rares)
1.1.3.1.2 Coumarines C6-C3 :

a.1l.Définition les coumarines:

Les coumarines tirent leur nom de «coumarou», nom vernaculaire de la féve tonka
(Dipterixordorota Wild., Fabaceae), dont les féves contiennent de 1 & 3% de coumarine, dont
elle a été isolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette a base de coumarine est compose de
deux anneaux réunis par neuf atomes de carbone [47]. Les coumarines constituent une classe
importante de produits naturels, donnant une odeur caractéristique semblable a celle du foin
fraichement fauché. A l'exception des algues, ces composés sont les composants
caractéristiques du régne végétal de la chlorophylle. Les familles les plus riches en
coumarines sont: les Légumineuses, les Rutacées, les Apiécées et les Thymeleacées. On les
retrouve dans toutes les parties de la plante et en particulier dans les fruits et les huiles

essentielles de graines. [48-..49]
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a.2. Structure des coumarines:

Le squelette de la base de la coumarine se compose de deux types de cycles attachés

(C6 -C3) avec neuf atomes de carbone. [50]

I N

[ - | S
— ‘L‘"
S =

"\-\._\__-_H.o-"'-‘ _"""\-.l:::‘lr'r 'l:-:‘]

Figure (1.9): Structure chimique coumarine.
b. Stilbénes C6-C2-C6 :

Les stilbenes ont une structure C6-C2-C6, avec un anneau en A portant deux des
fonctions hydroxyle en position méta et un cycle B portant des fonctions méthoxyhydroxyle
en métal, ortho et para (figure n° 10). Les deux noyaux aromatiques sont connectés par une
double liaison, formant un systeme conjoint. Cette caractéristique lui confére une grande
réactivité du fait de la délocalisation des €lectrons 7 sur toute la molécule. Les stilbénes se

trouvent en petites quantités dans I'alimentation humaine [51].

R;=R;—= R>»=0H. R-—R" ;= R*:—=H Reswvératrol
R;=R,=—0OCH; . R2=R";=R’:=H. R’ >,=0H prérostilbene
R;=glucose. Ro=R"1=R’3=H. R3;=R’>,=0H piceéide

Figure (1.10): Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes.

1.2.3.1.5. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénols est qu'ils sont des antioxydants tres
puissants. [52-53]. C'est parce qu'ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer
d'autres antioxydants présents dans le corps. Ce principe a été utilisé dans la fabrication de

nombreux médicaments, tels que le produit a base de domine Daflon. Cette méme activité
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antioxydant permet aux polyphénols de réguler les radicaux bons-mauvais (qui peuvent étre
les deux), comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne circulation sanguine, coordonne
I'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau et module la communication entre les
cellules. dernier [54]. En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement
utilisés dans les domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux bénéfices

que les polyphénols offrent a la santé, on peut citer les suivants:
1.2.3.1.5 Activité anticancéreuse:

Les substances polyphénoliques sont capables d'activer les mécanismes de défense
naturels du cancer. En effet, les premiers stades de la phase d'initiation du cancer peuvent étre
blogqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les mutagénes. Ceux qui
sont impliqués, comme les hépatocytes, synthétisent des enzymes dites de phase | (en
particulier les mono oxygénases, comme les cytochromes) qui peuvent oxyder des substances
mutagénes hydrophobes dans des produits constituant le substrat des enzymes de phase Il
(glucoronyl transférase, sulfo transférase, etc.). Ces derniers transforment leurs substrats en
especes hydrolysables facilement excrétées par les cellules. Les enzymes de phase | et Il
agissent également dans la muqueuse intestinale. Ils sont synthétisés par l'action des
substances polyphénoliques présentes dans les plantes, ainsi que par l'action des
isothiocyanates (dérivés glucosinolates).[5 5]

1.2.3.1.5.2 Prévention contre les maladies cardiovasculaires :

La consommation de polyphénols favorise la protection contre les dommages
cardiaques et vasculaires [56]. Dans les artéres, ces molécules empéchent l'oxydation des
lipoprotéines de basse densité, empéchant ainsi I'athérosclérose (épaississement des artéres
qui contribue a réduire le flux sanguin et peut conduire a I'asphyxie des tissus irrigués). [57]

Les polyphénols inhibent également I'agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénoméne de thrombose, qui induit une occlusion artérielle. Ainsi, en prévenant
I'artériosclérose et le risque de thrombose, ces composés limitent le risque d'infarctus du

myocarde. [58]
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I..2.3.1.5.3Prévention contre les maladies hormono-dépendantes :

L'exemple le plus important est la prévention contre l'ostéoporose. Cela module la
réponse aux cestrogénes endogeénes. Certains polyphénols, et plus particuliecrement les
isoflavones de soja, présentent une affinité remarquable pour les récepteurs des cestrogénes et

sont donc qualifiés de phytoestrogénes.

Les fruits et Iléegumes qui contiennent également des polyphénols, tels que la quercétine
d'oignon ou le kaempférol de chicorée, ont également des propriétés de type cestrogene qui
empéchent la perte osseuse dans la rate ovariectomisée. Mais des études supplémentaires sont

nécessaires pour confirmer ces effets chez I'homme. [59]

De plus, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes en particulier) sur la prévention
des tumeurs hormono-dépendantes ont été largement documentés ces derniéres années par des
études épidémiologiques qui identifient une relation entre la présence de lignanes dans la

ration alimentaire et le taux d'incidence des certaines tumeurs. [60]
1.2.3.1.5.4 Action gastro-protectrice des polyphénols:

Les polyphénols, principalement les flavonoides et les acides phénoliques tels que
I'acide caféique, I'acide gallique et l'acide équivalent; sont capables de réduire la surface des
Iésions gastriques produites par I'andométacine chez les souris femelles. L'acutissimine B et la
phillyraéoidine A isolées et purifiées a partir de Quercus suber et Quercus coccifera ont
également confirmé l'action gastroprotectrice attribuée aux polyphénols. De méme, ces
derniers présentent une activité antibactérienne tres importante contre Helicobacterpylori,

responsable des ulceres d'estomac et duodénaux. [61-62]
1.2.3.2 Les sterpénoides (appelés aussi terpenes) :

Les terpénes forment un groupe largement représenté de produits naturels d'un intérét
chimique considérable, tres divers. Ils constituent le principe odoriférant des plantes. Cette
odeur est due a la libération de molécules hautement volatiles contenant 10,15,20 atomes de
carbone. Extraites, ces molécules sont utilisées comme condiment (clou de girofle) ou comme
parfum (rose, lavande). Ils ont un caractere commun, forme par des unités isopréne (CsHs). Ils
sont formés par l'assemblage d'un nombre entier d'unités penta-carbonées ramifiées dérivées

du 2-méthyl butadiéne, appelées unités isoprene (CsHs) n. Ces squelettes peuvent étre
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disposés en ligne ou former des anneaux. Une classification rationnelle, basée sur le nombre

qu'elles contiennent, est donc possible [63-64] tableau n°2

Monoterpénes C10
Sesquiterpenes C15
Diterpénes C20
Sesterpénes C25
Triterpenes et Stéroides C30
Tetraterpenes C40
Polyterpénes (C10)n avec n>8

Tableau (1.2 ):: Classification des triterpénes. [63-64]

1.2.3.2.2.. Structure chimique des terpénes :

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, a la fois cycliques et a chaine ouverte:
leur formule brute est (CsHx) n, qui ax est variable selon le degré d'implantation de la
molécule et ne peut prendre de valeurs (1-8) que dans les polyterpénes qui peuvent atteindre
plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est I'isoprene de formule C5H8. Le terme
terpénoide fait référence a un ensemble de substances ayant le squelette terpénique avec une

ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.). [65-66]

11 H

Figure (1.11): Structure de I’unité isopréne.

1.2.3.2.3Biosynthése des terpénes :

Les terpenes sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, les organismes
marins, les champignons et méme les animaux, dérivés de la chaine de plusieurs unités
isoprene [67]. L'isopenteyl-difosphate (IPP) et le diméthylallyldiphosphate (DMAPP),
équivalents biologiques de l'isopréne, sont les précurseurs communs de tous les isoprénoides

et peuvent étre isomerisés grace a une enzyme, I'IPP isomeérase [68] dans les plantes
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supérieures, les isoprénoides sont synthétisés. les voies biochimiques, la voie du mévalonate

et la voie du désoxyloxylose-5-phosphate.[69]
1.2.3.2.3.1. Voie de mévalonate :

Fabriqué dans le cytosol et le réticulum endoplasmique, le plus ancien connu, il utilise

I'acétyl-CoA comme point de départ, ainsi que la biosynthése des acides gras. [69]
I. 2.3.2.3.2.VVoie desoxyxylulose-5- phosphate :

La voie de la désoxyxylulose-5-phosphate (DXP) qui a été découverte dans les
organismes procaryotes, puis généralisée selon les derniéres recherches aux chloroplastes
végétaux supeérieurs donne naissance a des précurseurs d'isoprene, des monoterpenes, des
diterpénes et des tétraterpénes et ceci a partir des produits issus directement de la
photosynthese; pyruvate et glycéraldéhyde 3-phosphate. [70]

1.2.3.2.4. Classification :

En fonction du nombre d'unités isopréne qui les composent, on peut distinguer: les
terpénes ou monoterpenes C10, les sesquiterpenes C15, les diterpénes C20, les triterpénes
C30 et les tétraterpenes C40. [71]

1.2.3.2.4.1. Les monoterpénes :

Les monoterpénes sont les composants les plus simples des terpénes, dont la plupart se
trouvent dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monotrenes) [72].
Ils contiennent dix (10) atomes de carbone et résultent de la condensation de deux motifs
isoprene, selon le mode de couplage "téte-queue”. Plus de 900 monoterpenes connus se
retrouvent principalement dans 3 catégories structurelles: les monoterpénes linéaires
(acyclique), les monoterpénes a un seul cycle (monocycliques) et ceux a deux cycles

(bicyclique) et tricyclique. [73-74]
1.2.3.2.4.2. Sesquiterpénes :

Les sesquiterpenes sont des molécules a 15 atomes de carbone composées de trois
unités isopréne et dérivées du farnésyldiphosphate (FPP); [75]. Il s'agit de la classe la plus
diversifiée de terpenes, contenant plus de 3000 molécules telles que: B-caryophylleéne, -

bisabole, a-humule, a-bisabolol, farnesol.
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Les diterpenes sont composés de quatre unités isoprene (C20H32), [76] comprenant des
gibbérellines, des phytohormones développementales impliquées dans des processus
cellulaires fondamentaux tels que la germination.[ 77]

1.2.3.2.4.4. Triterpénoides et stéroides :

Les triterpenes sont des composés en C30 résultant de la cyclisation de I'époxyalcene ou
du scalene. [78] Les stéroides sont dérivés de triterpénestétracycliques et ont un squelette
phénanthréniquecyclopentaperidro. De nombreux stérols se présentent comme des glycosides
caractérisés par des saponines stéroidiennes. [79]

1.2.3.2.4.5. Tetraterpénes :

Les Tetraterpenes contiennent une longue chaine de 40 atomes de carbones, a doubles
liaisons conjuguées de configuration « trans »dont les extrémités sont des chaines ouvertes ou
des cycles. Les tétraterpénes les mieux connus sont les caroténoides. Ces derniers représentent

un large groupe de pigments naturels de couleurs jaune, orange et rouge. [79]
1.2.3.3. Les alcaloides :
1.2.3.3.1. Définition Les alcaloides :

En général, ces composés ont au moins un atome d'azote hétérocylique. Actuellement,
la structure chimique d'environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20% des espéces
végétales produisent des alcaloides. lls sont de nature basique, ont généralement de forts
effets physiologiques. La plupart d'entre eux sont des poisons végétaux trés actifs, dotés d'une
action spécifique. La médecine les utilise plus souvent a I'état pur et leur vraie valeur n'est
affirmée que dans les mains du médecin car ils entrent dans la composition de nombreux
médicaments en tant qu'ingrédient actif. La plupart d'entre eux sont utilisés par les plantes
dans leur systeme de défense contre les herbivores et les agents pathogénes car ces composés
sont toxiques [80]. La plupart d'entre eux dans leur systéme de défense contre les herbivores

et les agents pathogenes car ces composés sont toxiques. [80]
1.2.3.3.2. Fonctions et propriéteés :

Les alcaloides sont des molécules trés intéressantes au point de vue biologique car

certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
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médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes [81]. Insolubles ou fort peu

solubles dans I'eau; ils sont solubles dans I'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les acides et

dans I'ammoniaque. [82]

1.2.3.3.3. Classification :

Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides

peuvent étre divisés en plusieurs groupes :

>

>

des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique.

des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine,

ergotamine, ergotoxine de I'ergot des céréales. [83]
des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune.

des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec,

conine (poison violent) de la cigué.
des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone.

des alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) par

exemple. [83]

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (figure n°12): Indole (a), Quinoline

(b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la morphine (g) et solanidine
(h) (stéroide). [84]

aH | b C
=
N N
d € f
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Figure (1.12): Les principaux cycles azotés des alcaloides. [83]
1.2.3.3.4. Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c'est-a-dire non couplés a un électron de
spin oppose. Il en résulte une réactivité chimique trés élevée avec les éléments proches
[85.86]Les espéces radicales sont électrophiles et cherchent a extraire un électron d'une
molécule voisine pour coupler son unique électron. Cet état n'est donc que transitoire, de
I'ordre de la microseconde[87], car le radical va accepter un autre électron, ou transférer les
électrons libres vers une autre molécule (lipides, protéines, acide nucléique) pour former son
état unique. Electron (s ) et ainsi obtenir un état plus stable[88] Il s'agit donc d'une réaction
intermédiaire. Cela conduira a une réaction en chaine qui produira de nouveaux radicaux

libres car la molécule attaquée par le radical libre devient son radical libre.

Les radicaux libres sont essentiels a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la deéfense de I'organisme. En effet, ils participent
au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les pathogénes, a I'apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire. , fécondation des

ovules, régulation génique. [89]
Le corps le produit en continu
1.3. Les antioxydants:

La production de radicaux libres est contrebalancée par des systemes
antioxydantsassurer le maintien de I'état biologique. Cependant, de nombreuses situations

peuvent conduire a I'apparition de ces especes chimiques en exces. Les agents antiradicaux
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sont des piégeurs de radicaux qui agissent avec eux plus rapidement que le substrat pour
protéger ou interrompre les chaines de réaction radicalaire. [90]

|.3.1. Définition d’un antioxydant :

Le terme antioxydant fait référence a une substance qui, lorsqu'elle est ajoutée a faibles
doses a unsubstance, il est capable d'empécher l'action de I'oxygene, si la réaction a lieu
spontanément dans l'air. 1l interfére avec le processus normal d'oxydation en augmentant le
temps apres lequel cette oxydation produira des odeurs indésirables et une détérioration
détectable[91]

1.3.2.Classification des antioxydants :
1.3.2.1. Les antioxydants synthétiques:

Dansl'industriealimentaire, antioxydants synthétiques, cumebutylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate de propyle (PG) etla tétrabutylhydroquinone
(TBHQ), sont largement utilisées car elles sont efficaces et moins chéres que les antioxydants
naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car elles générent un besoin de recherche
comme substitut basé sur des sources naturelles telles que les antioxydants dans les
aliments[92]

e Le Butylhydroxyanisole (BHA) :

C'est un produit qui n'existe pas dans la nature mais qui est synthétisé par la

méthodebutéthylation du paraméthoxyphénol.

BHA ayant deux formules (Figure n° 13), parmi les caractéristiques importantes de ces
produits est la capacité de résister a une chaleur uniforme, par exemple le cas de la friture,
c'est pour cette raison, certains pays autorisent son addition avec une concentration qui ne

dépasser 200 ppm. [93]
e Le Butylhydroxytoluéne (BHT) :

Ce produit n'existe pas dans la nature, il est fabriqué pour ses utilisations dans les produits
pétroliers tels que les eélastiques et egalement pour son utilisation dans les produits
alimentaires. Le BHT est un produit blanc pur (figure n°® 13), il se présente sous la forme d'un
matériau cristallin qui n'a pas d'odeur, ne se dissout pas dans I'eau, se dissout dans d'autres

solvants organiques.[9 4]
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Figure (1.13) :Quelqgues antioxydants de synthése

1.3.2.2. Les antioxydants naturels:

L’utilisation empirique d’antioxydants naturels est une pratique trés ancienne. La
recherche de nouveaux antioxydants naturels, reconnait depuis ces derniéres années une tres
grande importance, car les antioxydants synthétiques actuellement utilisés, notamment le
BHT et le BHA ne seraient pas dépourvus de toxicité. les multiples atouts santé des fruits et
légumes sont liés a leur faible teneur calorifique, a leur richesse en fibres, minéraux,
vitamines et autres micronutriments. certains de ces micronutriments, apparaissent de plus en
plus clairement comme essentiels en participant a la protection de notre organisme contre les
cancers , les maladies cardio-vasculaires et les autres maladies dégénératives. C’est le cas des
antioxydants dont les fruits et légumes constituent 1’une des principales sources alimentaires.
L’homme ingere avec ses aliments environ un gramme de polyphynols chaque jour, soit dix
fois plus que de vitamine c’est 100 fois plus que caroténoides ou vitamine et 1’on estime que

les fruits et Iégumes contribuent pour la moitié a ces apports [95].
A) Les vitamins:

e la vitamine C ou I’acide ascorbique

L’acide L-ascorbique de formule C6H806 présente deux carbones asymétriques, une
fonction lactone, deux fonctions alcool puis une fonction éne-diol (HO —C = C = OH).
C’est cettederniére fonction qui est responsable de son activité biologique par ses
propriétés réductrices. Aprés oxydation, 1’acide ascorbiquedevient I’acide

déhydroascorbique. C’est 1’anion ascorbate qui est prédominant au pH physiologique.
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est présenté sous forme de cristaux blancs. Les apports en vitamine C se font
principalement par les fruits frais (kiwi, agrumes) et par certains légumes comme les
tomates, poivrons, brocolis. [96] C’est une vitamine trés fragile qui peut facilement

étre dégradee lors des modes de cuisson par exemple. [97]
e La vitamine E ou tocophérol

La peroxydation des membranes lipidiques est inhibée in vivo par capture

radicauxperoxyle. [98]
a) Les éléments minéraux :

De nombreux éléments minéraux ont été signalés dans les baies et les graines
d'argousier,ol au moins vingt-quatre sont présents dans le jus sous forme

d'azote,phosphore, aluminium, calcium, fer, bore, manganése
b) Le Fer

C'est un antioxydant puissant qui joue un réle protecteur important dans les systémes
cardiaques et il est essentiel pour le cerveau. Il agit également sur le foie, les muscles et
méme pour produire du sperme. Cet élément suit votre alliécontre le stress, le cancer, les
maladies cardiaques et il stimule le systtme immunitaire et protége les yeux de la
cataracte. Il prévient le vieillissement normal du corps et neutralise les toxines et les

radicaux libres.
c) Lezinc

C'est un minéral qui joue un rble important pour le systéme immunitaire, | systeme
nerveux, sexualité, état général, naissance. Aliments riches en zinc: Foie, soja, crustacés,
crustacés, viande, germe de blé, pains entiers, jaunes d’ceufs, amandes, noix, noisettes
[99]
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Chapitre 1

Présentation botanique

I1.La famille des Apiacées :

11.1. Généralités

La famille des Apiacées (Apiacées), anciennement appelée ombelliféres (ombelliferes),
est une famille de plantes dicotylédones. Selon Watson et Daltzz, il comprend environ 3000
especes réparties en 420 espéces et se trouve principalement dans les régions moyennes du
monde. Il s'agit d'informations relativement insuffisantes, qui sont spécifiqguement attribuées a
ce type particulier d'urgence . D'une grande importance économique seulement, les carottes

fournissent des épices populaires, d'autres sont toxiques comme la pruche. [100]
11.2 Genre Ridolfia

Ridolfia est une famille de plantes de la famille des Apiacées.[10 1]
11.3.Présentation botanique

Ridolfia segetum appartient a la famille des Apiacées. Le monde est riche en huiles
essentielles et contient plus de 3000 especes, dont 45 espéces Catégorie présentée en Algérie.
L'identification botanique est établie au stade de la floraison de la plante.[10 2]
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11.3.1. Systématique

Embranchement Spermaphyte (phanérogame)

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétale (a pétales sépares)

Ordre Apiale (ombellale)
Famille Apiacée (Ombellifere)
Genre Ridolfia
Espéce Segetum

Tableau ( 11.1): :Classification et systématique de Ridolfia segetum.[10 3]

11.3.2. Description botanique:

Ridolfia Segetum est une plante annuelle a tige dressée de 30- 80 cm. Ses feuilles sont
Tripennatiséquées a division filiforme. Ses ombelles a nombreux rayons Sont tres inégaux.
Elle se caractérise par 1’absence d’involucre et d’involucelle. Ses fleurs sont de couleur

jaune; ses fruits oblongs de 2mm sont brunatres et presque lisses. Cette plante se trouve a

travers toute 1’ Algérie.[104 ]

Figure ( 11.1): Ridolfia segetum

Ses fruits gris brun, petits de longueur inférieure a 1 mm, sont des diakéne cotelés de

forme ovoide. Ses graines petites, ovales, striées, courbes et gris-vert ressemblent aux graines

du carvie du cumin. [105]
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Figure ( 11.2): Graines de Ridolfia segetum

)

\\

Figure ( 11.3): Structure des graines de Ridolfia segetum

11.3.3. Présentation géographique:

La plante Ridolfia Segetum est une plante spontanée qui pousse en région

méditerranéenne dans les champs et les lieux vagues. [106]
11.3.4 Présentation de la région d’étude:

L'usine Ridolfia Segetum, étudiée par la Commission Buccaneer, est originaire de la
région de Boukais (50 km au nord-ouest de Bichar) (Fig. 11.4). Acheté par un botaniste a
Bichar. [107]
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Figure ( 11.4): Localisation de la région d’étude
11.3.5Répartition géographique:

La plante Ridolfia Segetum est une plante spontanée qui pousse dans la région

Méditerranée dans les champs et les lieux obscurs. [108]
11.3.6. Synonymes végétaux:

La plante Ridolfia Segetum a plusieurs noms, qui sont: "mais", "faux fenouil", récolte
de roses rouges, récolte d'aneth ou "faux cumin”, faux curry, faux fenouil, Moutar, Beubsa.

Son nom populaire est Karwiya el amya ou aoura. [109]

1.3.7. Utilisation:

Les graines de Ridolfia Segetum ont une forte odeur. lls sont utilisés comme romates
dans l'industrie du décapage, ainsi qu'a des fins médicinales dans les pays méditerranéens.
Aide a contrbler les menstruations des femmes eta augmenté le débit delait. Il prévient

également la pourriture, les gaz, les infections respiratoires ... et la toux [110]
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Chapitre I

Matériel et Méthodes

111 .1. Matériels :
111.1.1.Matériels du laboratoire :

Nos travaux de recherche ont été réalisés dans le laboratoire de I'Université de Ghardaia

La saison universitaire2020/2021

a) Appareillage:

Appareillage

Spectrophotomeétre

Rotavapor de type Heidolph

Plaque chauffante

Agitateur

Balance de précision

Papier filtre

Entonnoir

Verrerie : béchers, pipettes, ballons, éprouvettes graduées, tubes a essais,
pipete et micro pipete.

b) les logiciels

les logiciels

Logiciel Microsoft office Excel 2007, pour le calcul des concentrations a partir

des courbes d’étalonnage et pour la présentation des résultats.
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c) Réactifs chimiques

Produits

Ethanol 95% (CH3s-CH2-OH)
DPPH (Cis-H12-N5-Og)
Extrait éther de pétrole

Extrait dichlorométhane
Extrait I'acétate d'éthyle
Extrait n-butanol

Eau Ultra pure (Bi distillé)

111.1.2 Matériel végétal :

Les graines de la plante Ridolfia segetum ont été acquises au cours du mois de janvier
2021 dans la ville de Béchar au nord-ouest de I'Algérie. Le séchage de cette plante a été fait
dans un endroit sec a I'abri de la lumiere directe du soleil pendant environ 48 heures, broyage,

gardant la plante au sec dans une bouteille en verre.

Figure (111.1) : Graines séches de Ridolfia segetum
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111 .2. Méthodes :

111.2.1. L’extraction des principes actifs :

Les principes actifs d'une plante sont des agents chimiques capables d'une activité. La
présence de ces composants souvent en quantité extrémement faible dans la plante impose
des séparations, généralement, délicates. La décoction, I’infusion et la macération sont les
méthodes de séparation les tres utilisées pour 1’extraction globale des principes actifs et qui
sont suivies par des série de séparation chromatographique pour atteindre une matiere pure

d’un principe actifs. [111]

Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode d'extraction par macération.
L'extraction est réalisée en laissant la plante reposer dans différents solvants de polarité
différente pendant plusieurs heures. Pour extraire certains principes actifs de la plante Ridolfia

segetum.
I11.2.2.1.  Préparation des extraits :
111.2.2.1.1. Préparation de I'extrait brut :

Dans un bécher de 700 ml, 100 g de la plante Ridolfia segetum, sont ajoutés, mis en
contact avec 300 ml éthanol et laissé tremper pendant 24 heures a température ambiante, puis
la filtration est effectuée sur papier. Nous conservons le filtrat et réutilisons la plante pour la

2éme fois avec un autre solvant.

La plante est ajoutée, appliquée avec un mélange éthanol / eau (7/3) (v / v) et laissée a
tremper pendant 24 heures a température ambiante. Cette opération est répétée trois fois avec
le renouvellement du solvant. Apres filtration est effectuée sur papier filtre et le solvant est
récupéré du filtrat par évaporation dans un évaporateur rotatif de type Heidolph a une
température de 60 ° C. L'extrait aqueux concentré obtenu est dilué avec de l'eau distillée
chaude a raison de 60 ml(1kg de matiére .... 400-500ml eau distillé ) . est laissé pendant 24

heures.

Apreés filtration, I'extrait aqueux dilué a été conservé a température ambiante jusqu'a son

utilisation.
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Figure (111.2) : Montage de séparation liquide-liquide
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Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme

Matiére vegétale
100g

1. Macération Dans un mélange Et OH/H20 (7/3 ; viv)
Répétée 3 fois (24h-48h).
2. Filtration.

3. Evaporation de I'extrait aqueux.(60c)

'

L'extrait aqueux La plante est

concentré abandonnée

l 1. Traitement avec de I'eau distillée tiede 60 ml (24h)

L’extrait

aqueux dilué

Figure (111.3) : Récapitulatifs de I’extraction des parties aériennes de Ridolfia segetum.
111.2.2.1.2. Préparation des extraits spécifiques

La phase aqueuse précédemment obtenue (extraction aqueuse diluée) subit une série
extraction liquide-liquide (soudage) a l'aide de solvants non miscibles a I'eau et de polarité
croissante, a commencer par I'éther de pétrole qui extrait les produits apolaires, le
dichlorométhane qui extrait les produits un peu polaire , puis l'acétate d'éthyle qui extrait les
produits moyennement polaires et enfin le n-butanol qui pénetre dans les composés trés
polaires et le reste extrait I'eau. Les phases organiques ont été séchées sur sulfate de sodium
anhydre pour éliminer toute trace d'eau, puis filtrées et enfin concentrées a sec par

évaporation sur un Rotavapor de type Heidolph et pesées
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Figure (111.4) : Montage de séparation liquide-liquide

Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant :
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L'extrait aqueux

dilué

- Extraction par du éther de pétrole 80ml(x3).

- Décantation.

v

- Filtration. -Extraction par du CH,Cl, 100 mix2)

- Evaporation a t= 35 °C - Décantation.

- Extraction par de I’AcOEt 100ml

Extrait éther

I

- Filtration. - Décantation.

=

- Evaporation & t= 37 °C

A\ 4

Extrait

\- Extraction par le

dichloromét

- Filtration. n-butanol 80ml (x3)

v - Evaporation a t= 50 °C - Décantation.

Extrait

I’acétate Phase Phase aqueuse

organique

- Filtration.
- Evaporation at=70° C

Figure (111.5) : Récapitulatifs de I’extraction des

) o o Extrait n-
extraits specifiques de Ridolfia segetum.

butanol
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> Calcul du rendement :

Le rendement désigne le rapport entre la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant et la

masse initiale séche de la plante.

Exprimé en pourcentage, le rendement des extraits a eté calculé par la formule suivante:

‘ Rendement (%) = (Mext -Mvid / Mint) x 100 \

Mext : Masse en gramme du ballon apres évaporation.

Muvid : Masse en gramme du ballon avant évaporation (ballon vide).
Mint : Masse en gramme de la plante seche initiale.

111.2.3.1 Analyse biologique :

I11.2.3.2.1 L’activité antioxydant :

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a L’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxy phénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composeés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et
super oxydes (02¢). [112-115]

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, 1’activité antioxydant par
piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe< par les méthodes ORAC
(Oxygene Radical Absorbance Capacité) et TRAP (Total Radical-

Tramping Antioxydant Parametre) [116] ; les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
Reducing Antioxydant Parameétre) [117] ; ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de I’acide
2,2’- azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) [118], ainsi que la méthode utilisant le
radical libre DPPHe (diphényl - picrylhydrazyle). [119]

Dans notre travail, la méthode appliquée pour mesurer une activité antioxydant est

Celle du piégeage des radicaux libres a I'aide du DPPH -.
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111.2.3.2.1.1 Activité antioxydant (test DPPH) :
e Définition :

Le test DPPHe permet de mesurer le pouvoir anti radicalaire de molécules pures ou d’extraits
vegetaux dans un systéme modéle (solvant organique, température ambiante). 1l mesure la
capacité¢ d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical

chimique DPPHe* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne.

Le DPPHe, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle. [120-125]

NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H > O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure (111.7) : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.
e Principe:
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le

Radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogene. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est

mesuré par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al (1998). [126-127]
» Protocole expérimental :

L’activité antioxydant des extraits de Ridolfia segetum a été déterminee en utilisant et les
radicaux 1,1-diphényl-2-picryhydrazyle (DPPH). Nous avons commencé par préparer la
solution de DPPH pour obtenir la dissolution de 2 mg de la poudre dans 50 ml de méthanol,
mélangés et maintenus dans I'obscurité a température ambiante pendant 2 heures. Les extraits
ont été préparés en dissolvant le méthanol. Le test est réalisé en mélangeant 1 ml de la

solution de DPPH précédente avec 1 ml d'extrait a tester a différentes concentrations. Apres
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une période d'incubation de 30 minutes a tempeérature ambiante, I'absorbance a été lue a 517
nm. L'antioxydant de référence ou témoin positif (acide ascorbique) a également été préparé

par la méme méthode avec les mémes concentrations pour comparaison. [128]
Les résultats peuvent étre exprimés en activités anti-radicalaires libres ou I'inhibition

Radicaux libres en pourcentage (1%) selon la formule suivante :

[ 1% = [(AO — A)/A0] x 100

Avec :
1% : pourcentage d'inhibition.
AQ: absorbance du contrdle.
A : absorbance de 1’échantillon (d’extrait ou référence).

e Des concentrations inhibitrices a %650 (IC so) :
La réactivité est estimée par la concentration effective CE so et appelée parfois
Notée ICso de I’antioxydant, qui correspond a une réduction de %50 de I’activité (de
L’absorbance) du DPPHe dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydant d'un
Compose est d'autant plus élevée que son IC sg est petite. L’indice IC 5o montre

Les concentrations de 1’antioxydant qui sont nécessaires pour faire décroitre la concentration
initiale du DPPHe avec %50 (exprimée en mol Antioxydant/mol DPPHe ou mg Antioxydant/g
DPPH?e) (Sanchez-Moreno et al, 1999). [129]
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Chapitre 1V

Résultats et Discussion

1V.1.Rendement des extractions :

Les résultats de rendement d'extraits de matiere végétale obtenus par macération avec

différents solvants sont indiqués dans le tableau:

Extraits Rendement (%)
n-butanol 38.7%
Ether de pétrole 2.98%
Dichlorométhane 8.72%
Acétate d’éthyle 1.85%

Tableau (IV .1) : Rendements des extraits obtenus par macération de plante Ridolfia

segetum.

Nous constatons que l'extrait n-butanol donne le rendement le plus élevé (38.7%), puis suivi
I’extrait dichlorométhane (8.72%) puis l'extrait éther de pétrole (2.98%) et enfin I’extrait
acétate d’éthyle (1.85%).

IV.2 Analyse des principes actifs de I'espéce Ridolfia segetum :

IVV.2.1 Analyse biologique :

1V.2.1.1Activité antioxydant (test DPPH):

Activité anti-radicalaire est réalisee par la méthode du radical 2, 2-diphényl-1
Picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode souvent utilisée pour sa simplicité.

Cette méthode est basee sur la réduction d'une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron, elle forme la forme non radicalaire
DPPH-H. L'inhibition de la décoloration radicalaire DPPH dépend de la concentration des

différents extraits utilisés.
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L'activite antioxydant des extraits est exprimée en CI50, définie comme Concentration

efficace du substrat entrainant une perte de 50% de I'activité radicalaire DPPH.

Les résultats sont résumés dans les graphiques :

Extrait éther de pétrole Extrait dichlorométhane
Extrait éther de pétrole Extrait dichlorométhane
c 60 c 80
'9 M/‘ .g 60 - ‘/
3 0 5, %
£ 20 £
= £ 20
T ©
% 0 T T 1 % 0 T T 1
€ 0 50 100 150 e 0 50 100 150
S y=0,1142x + 44,427 S v = 0,2728x + 47,295
3 R? = 0,8856 * vy 3 R2=0,8346 ¢y
2 concentration mg/ml Linéaire (y) 2 concentration mg/ml Linéaire (y)
Extrait I’acétate d’éthyle Extrait n-butanol
Extrait I'acétate d’éthyle Extrait n-butanol
c 80 * c 100
c * _—— c
2 60 S
S 40 W’, 2 50
L L
£ £
5 20 S
gp 0 T T 1 go O T T 1
t 0 50 100 150 L 0 50 100 150
S y =0,1958x + 52,468 .y 3 y=0,1131x + 48,734
g R?=0,7125 Linéaire (y) g R =0,3259 Y
2 concentration mg/ml Linéaire (y) 2 concentration mg/ml Linéaire (y)

Figure (IV. 1):les graphiques de test DPPH des extraits de Ridolfia segetum.
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Extraits 1Cs0 mg/ml
Extrait éther de pétrole ICso = (50-44.427)/0.1142= 48.80 mg/ml
Extrait dichlorométhane 1Cs0 = (50 —47.295)/0.2728 =9.915 mg/ml
Extrait acétate d’éthyle ICs0 = (50 -52.468)/0.1958 = 12.60 mg/ml
Extrait n-butanol ICs0 = (50-48.734)/0.1131=11.19 mg/ml
Acide ascorbique IC50 =6-20 pg/ml

Tableau (1V.2): Valeurs des IC50 du DPPH pour les extraits.

D'apres les déférentes concentrations des principes actifs des extraits qui contient dans les
extraits on détermine ICso de chaque extrait, plus la valeur d’IC50 est faible, plus I'efficacité
de I'extrait est grande. Cette valeur est comparée a celle trouvée pour le composé de référence

(on utilise I’acide ascorbique comme référence 1Cso0 =6-20 pg/ml)

Remarque :

On remarque que |’effet antioxydant de I’extrait dichlorométhane est le plus fort para port
les autres extrais

L’examen de tableau et des figures laisse constater que l'extrait I’acétate d’éthyle et
I’extrait dichlorométhane et n-butanol ont des activités antioxydant voisin. Ceci se traduit par
la valeur de leurs IC50 respectives (12.60 et 9.91 et 11.19 mg/ml).

L'extrait éther de pétrole (48.80mg/ml) est 4 fois plus faible que les trois extrait

précédant.

En général, nos extraits ont une faible activité antioxydant en comparaison avec celle de
I'acide ascorbique qui est un antioxydant puissant utilisé comme conservateur dans l'industrie
alimentaire.

Le potentiel antibactérien de 1’extrait étudié dépend de sa teneur en polyphénols et plus
particulierement en flavonoides et tanins. [130]
Ceci confirme que I’efficacité d’un extrait dépend plus de la qualité des principes actifs, qu’il

renferme, que leur quantité elle-méme. [131]
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Conclusion générale

Les travaux que nous avons menés sur I'étude I'activité biologique (antioxydante) des
principes actifs des graines de Ridolfia segetum du sud de I'Algérie (wilaya de Bechar

commune de Boukais) nous ont permis d'identifier les points essentiels suivants:

Les principes actifs ou métabolites secondaires des plantes constituent une source
inépuisable de molécules dotées de propriétés medicinales tres recherchées dans le domaine

pharmaceutique.

La méthode de macération est utilisée pour extraire les principes actifs de la plante; ils
sont ensuite separés selon différents solvants de polarité croissante. L'extraction de ces
principes actifs a permis d'obtenir des rendements différents selon les solvants utilisés
(38.7%), pour I'extrait de n-butanol, (8.72%) pour l'extraction dichlorométhane , et pour le
puis l'extrait éther de pétrole et l'acétate d'éthyle. extrait sont de faibles rendements de
(2.98%) et (1.85%).respectivement).

Les Extraits des graines de la Ridolfia Segetum ont été et caractérisés par

spectrophotomeétre UV-Vis

L'activité antioxydant des extraits de Ridolfia Segetum a été évaluée par la méthode
DPPH de piégeage des radicaux libres. Selon les résultats de I'évaluation de [l'activité
antioxydant (Extrait dichlorométhane ICsp =9.915 mg/ml, Extrait n-butanol 1Cso = 11.19
mg/ml, Extrait 1’acétate d’éthyle 1Cso = 12.60 mg/ml, Extrait éther de pétrole 1Cso = 48.80
mg/ml a montré que les extraits des principes actifs des grains de Ridolfia Segetum ont une
fort activité antioxydant. A travers ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste
contribution a la promotion de Ridolfia Segetum comme plante médicinale traditionnelle trés
largement utilisée dans les pays du bassin méditerranéen, nous proposons I'exploitation des

plantes médicinales et encourageons leur usage domestique ou médical.
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