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Résumeé

Les plantes & usage médicinal sont considérées comme principale source de soins de santé
pour la majorité de la population mondiale. Dans le but de valoriser les plantes médicinales
d’Algérie. Nous avons mené une étude d'une plante médicinale aromatique appartenant a la
famille des apiacées, appelée Ridolfia segetum, qui pousse spontanément dans la région de

Boukais wilaya de Béchar a été réalisée.

Ce travail se concentre sur I'extraction des principes actifs des grains de plante Ridolfia
segetum, ou Les principes actifs ont une source inépuisable de molécules dotées de propriétés

médicamenteuses tres recherchées dans le domaine pharmaceutique.

Le test de screening phytochimique a approuvé la présence de tanins, flavonoides,
coumarines, stéroides, saponines et d'alcaloides, dans la plante étudiée. 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. La méthode de la
chromatographie sur couche mince nous a permis de séparer et de confirmer la présence de

produits chimiques importants les différents principes actifs isolés.

L’analyse spectroscopique infrarouge (IR) a permis de caractériser les familles chimiques

et ses fonctions présentes dans la plante Ridolfia Segetum.

Mots clés : Les plantes médicinale, Ridolfia segetum, extraction, Les principes actifs,

phytochimique, CCM, infrarouge (IR), région d'Boukais.



Abstract

Plants for medicinal purposes are considered as the main source of health care for the
majority of the world population. In order to promote medicinal plants in Algeria, We
conducted a study of an aromatic medicinal plant belonging to the family apiacees , called
Ridolfia segetum, which grows spontaneously in the region of Boukais wilaya of Bechar was

carried out.

This Works focuses on the extraction of the active ingredients of the plant seeds Ridolfia
segetum; where Active ingredients have an inexhaustible source of molecules with highly

sought-after drug properties in the pharmaceutical field.

The phytochemical screening test approved the presence of: tannins, flavonoids,
coumarins, steroids, saponins and alkaloids, in the plant studied. The active ingredients
contained in the seeds of Ridolfia Segetum, were extracted by maceration method and
separated according to different solvents of increasing polarity. The chromatographic method
that we used allowed us to separate and confirm the presence of important chemicals the

various isolated active ingredients.

The spectroscopic analysis Infrared has made it possible to characterize the chemical

families and its functions present in the plant Ridolfia Segetum.

Key words: medicinal plants, Ridolfia segetum, extraction, Active ingredients,
phytochemical, TLC, infrared (IR), Boukais region.



UAA'.LG.”

L) e Caagad callad) (S Lallad dpilly (gslaill casi )l jaeadd) dpde (e Alexivaal) bl s
=3 ¢ apiacées ilile ) iy gyle da bl Ay cpal LAl Latls s el b Al
b Ae pulig dslie 8 (gee 5 sau Ridolfia segetum

clisSall gsiat cus (Ridolfia segetum cls Hsd (e Aladll s Sall (Dl e Jaadl 138 5S35,

.@YM\ d@d\gs@@b@b@@g.gﬁgﬂ\ amﬁ\w@wﬁjw&w sall

hagsilly cyiboally cbialy (lasdly aasisilly Ll spmp o il AsaSl) Gandl il gl
[EEEVIEN L@Jmﬁj cJ.\.“ w“)jn.: ?}37?—}“ 1:":]}"\"..) )}5.} ‘ﬁ EJ};}AS\ a3l LLL}}SA&\ ua};lu\ ?:’ 'U‘“J)JAM bl gﬁ

il olga 2gay 2ty Jiady 4585 A8l Ll sileg S A8l L Canan L3y ial) dgadadll <l daliaal) calyial)
Ay el Adliaall ddadall i gKal) 8 Gaga

il 8 bagasall Leiillgs Ailal) cOULa)) (o 40 (IR) o heald) ciad 22300 Jagdal) Jolaill - U
cpsiios Ll

L) e sila s ,S | Al Al ¢ ddais i S ¢ z) a0 ¢ Ridolfia segetum ok Uil 1 alidal) cilall)
onld gl Addaia o) yeall ond AalY) A28 ) gl



Liste des tableaux

Tableau n°01: les différentes classes des composeés phénoliques.............c.coeevinvennnn.. 09
Tableau n°02: les différentes classes d’acides phénoliques.............ccoooveiiiiiiiiiiinn.n 12
Tableau n° 03 : Classification des triterPeNes. ... .....ouveririniiriiriit e eeee e ieieaeeanss 25
Tableau n°04 : Classification et systématique de Ridolfia segetum..........cccccoevveveiiiennne. 31
Tableau n°05 : Résultats de Criblage phytochimique de Ridolfia segetum.................... 54

Tableau n° 06: Résultats des plaques de CCM prise aprés la révélation a la lumiére UV Pour

les extraits du Ridolfia SegetuUm. ... ... 56

Tableau n°0 7 Les résultats de la mesure du Rf des extraits de plante Ridolfia segetum......57



Liste des figures

Figure n°1: La biosynthétique des métabolites secondaires..............ccoeviiiiiiiiiiiinan., 07
Figure n°2: Squelette de base des polyph€nols...........coeoviiiiiiiiiiii e, 10
Figure n°3: Squelette de base des flavonoides.............ccooviiiiiiiiiiii i, 13
Figure n°4. Les différentes classes des flavonoides..............oooeiiiiiiiiiiiiii e 14

Figure n® 5: Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysables.16

Figure n® 6 : Structures chimiques de [ignine................ooiiiiiiiiiiiiiiii e, 17
Figure n° 7 : structure chimique de coumarine...............oooeiivniniiiiniinieiineeenenne. 18
Figure n°8 : Structure chimique de stilbéne. ... 19
Figure n° 9: Les principaux cycles azotés des alcaloides..............ccooevviiiiiiiiiniiiininn... 21
Figure n°10: Structure de 'unit€ i1SOPIeNe. ... ....vvueiuiieiniii i, 23

Figure n°11: Localisation de la région d’étude. ... 28

Figure n°12: Photo de la plante Ridolfia Segetum..................ooiiiiiii . 29
Figure n°13 : Graines de Ridolfia segetum photo originale....................oooiiiiiiininn... 30
Figure n°14: Structure des graines de Ridolfia segetum.................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie, 30
Figure n°15: Graines seches de Ridolfia segetum photo originale........................cceen. 34
Figure n°16 : préparation d'extrait aqueux photo originale.................coovviiiiiininennn.e. 35
Figure n°17: Montage d’extraction utilis€ photo originale....................cooi 38
Figure n° 18: Récapitulatifs de I’extraction des parties aériennes de Ridolfia segetum......... 39
Figure n°19: Montage d’extraction liquide-liquide utilisé photo originale....................... 40

Figure n° 20: Récapitulatifs de 1’extraction des extraits spécifiques de Ridolfia segetum.....41

Figure n°21 : Déterminer les dimensions de laplaqgue CCM ............oiiiiiiiiiiiinninnn.. 43
Figure n°22 : Dépot d’échantillon. ...........cooueuiiieiei e 44
Figure n°23: Migration de composant d'eXtrait.............coueiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 45



Figure n°24:
Figure n°25:
Figure n°26 :
Figure n°27:
Figure n°28:
Figure n°29:
Figure n°30 :
Figure n°31:
Figure n°32:
Figure n°33:
Figure n°34:
Figure n°35:
Figure n°36 :
Figure n°37:
Figure n°38:
Figure n°39:

Figure n°40:

Principe de la spectroscopie IR.........ooiiiii i 46

spectrométre FTIR-600 utilisé photo originale.................cocoviviiiiniinnnn... 47
les étapes pour analyse I’échantillon....................cooooiiiiiiiiiiee 47
Détection chimique des tanins photo originale....................coviiiiiinean.. 49
Détection chimique des Saponines photo originale.........................ooeel. 50
Détection chimique des coumarines photo originale.......................oeennis 50
Détection chimique de la stéroide photo originale.......................ceeennl . 51
Détection chimique des triterpénes photo originale...................c.oeoeeeenn... o1

Détection chimique des phlobatannins photo originale.............ccccocvveeeeennee. 52
Détection chimique des alcaloides photo originale................................. 52
Détection chimique des flavonoides méthode (1) photo originale................. 53

Détection chimique des flavonoides méthode (2) photo originale.............. 53
Histogramme des rendements des extraits obtenus par macération.......... 55
Spectre IR de I’extrait éther de pétrole..........ccoeiveiiiiiiiiiiiei e, 58
Spectre IR de I’extrait dichlorométhane.......................ooael. 59
Spectre IR de I’extrait acétate d’éthyle................coooiiiil, 60
Spectre IR de I’extrait n-butanol.................. ... 61



LISTE DES ABREVIATIONS

H,0 : Eau

EtOH: Ethanol

HCI : Acide chlorhydrique
ACOEt : Acétate d’¢thyle

H,SO, : Acide sulfurique
CH,CI; : Dichloromethane

NaCl : Chlorure de sodium
NaOH : Hydroxyle de Sodium
Pb(OAC) 4 : Acétate de plomb

Rf : Facteur de retardation.

IR : Infra-Rouge

UV : Ultra-Violet

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
Les unités couramment utilisées sont citées ci-dessous :
T : Température

V : Volume

V/V : Volume a Volume

g : gramme

ml : millilitre

Km : kilométre

pm : micrometre

% : pourcentage

h : heure

°C: température en degres Celsius

nm : nanometre



Table des matieres

Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des abréviations

INTFOAUCTION GBNEIAIE ... et e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeaeees 02

Premiere partie : Synthese bibliographique

Chapitre | : Métabolites secondaires

Lo 2 GENETANITE ... ettt 06
I. 2. Mé&tabolites SECONAAITES. ... .....ouivit it e e 06
| . 2.1. Définition les métaboliteS SECONTAITES ........ccoerveiiririeiriie s 06
l. 2.2. Biosynthése des métaboliteS SECONTAITES ..........covevireriririniieese s 06
I . 2. 3. Classification des métabolites SECONTAITES...........cccoviiririiiriiiiee e 08
I.2.3. 1. Les composes PhENOIIQUES .........onriniii e, 08
I.2.3.1.1. Définition les composes PhENOIIGUES .......covevvevvviiveeeieee e, 08
I. 2.3.1.2. Structure chimique des polyphénols ..o 09
I. 2. 3.1. 3. Localisation des composés PheNOlIQUES .........cccccveiieviiieiicie e, 10

L. 2. 3.1. 4. Role et intérét des composés phénoliques ............ooevieiiiiiiiiiiiiniinninnn 10

I. 2. 3.1.5. Classification des polyphénols.............ccooiiiiiii i, 11
I. 2.3.1.5.1. Polyphénols MONOMEAIIQUES.........cceeuierieieieieeteeteeeeete et 11
A.ACIAES PhENOLIGUES .. .o e e 11
a.1. Acide hydroXyCINNAMIQUE .......cceeiiiiiieiieeiie ettt 11

a.2. Acide hydroXybenzolqUe .........c.oooiriiriiiiii e 11

D AVONOTARS ...ttt e ennennns 1D


file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9860818
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109105
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109111
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109112
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109113
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109114
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109115
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109116
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109117
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109119
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862741
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862742
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862743
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862744

D.1 DEFINItioN desS FIAVONOTUES .......oeeeeee et e e 13

b.2 Structure des FlaVONOTAES .........cooviiiiiiiiieiee e 13

b. 3 Différents classes des flavonoides............c.oveviiiiiiiiiiiii e, 14

b.4 Propriétés des flavonOides ..........cocooeiiiieiiieree s 15
1.2.3.1.5.2. Polyphénols sous forme de POIYMEreS .........cccoveiiiiiiininenieese e 15

AT ANINS <ottt ettt e e e er e e e e e e rnniiiiennnn. 1D

a.1. Définition de tanins ...........oeiiiiiiiiii e 15
A.2. ClasSIfICatioN ... ...oiiii i e 15
2.2.1. TANINS CONUENSES .....veivieiieiieiee ittt b et bbb e et ee 15
a.2.2. Tanins hydrolysables ... 16
a. 3. Propriétés des tanins ...........c..oiiiiiiiiiiiti i e 16
DL LIgNINES oo bbb 17
1.2.3.1.5.3. Coumarines ,Stilbénes (1eS PIUS rares)........ccuoererererereieniieeese e 18
A.COUMANNES CgC3 vttt et e e 18
a.1 DEFINItION dES COUMANINES ...c..oveieiiiieiie ettt 18
2.2 SErUCLUIE 0ES COUMAIINES ..evvivierieirieiieeieeieesteesteeseesteesteeseesreesteeneesseesreeseeneesseeseeaneenrens 18
2.3 Propriétés des COUMATIINES. ........euuintitiit ittt 18
D, SHIDENES CaComCh oottt et e, 19
1.2.3.2. LES AICAIOTUES ...ttt sttt 20
1.2.3.2.1.DETINItioN des alCAlOTUES .......ccviiiiiieieeie e 20
1.2.3.2.2.FONCLIONS € PrOPIIBES ....eouiieiieiieieeee et 20
(7S 72 T O - 13 | 1 o7 £ o] o SRS 20
1.2.3.2.4.Propriétés physico-chimiques des alcaloides ................ccceeevimvererinienennnn.. . 22
1.2.3.2.5. Propriétés thérapeutiques des alcaloides ...l 22
1.2.3.3. Les terPENOTACS . ...uveniett ettt ettt e e e 23
1.2.3.3.1. Definition des terPENES. . ..ot e e a0 23
1.2.3.3.2 .Structure chimigque des tEIPENES ........ccveeiieeiecie et enes 23
I. 2.3.3.3 BiOSYNtNESE UES LEIPENES ...c.vieviiiieiieeie ettt ettt sbe e e aeeneas 24


file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862745
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862746
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862747
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109765
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862749
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862750
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862751
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862752
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11109766
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862754
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862755
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862756
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862757
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11112264
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11112265
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11112266
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11112267
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111103
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111104
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862765
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862766

1.2.3.3.3.1.V008 e MABVAIONGLE . ..ot e e e 24

1.2.3.3.3.2. Voie desoxyxylulose-5- phosphate............cccoviiiiiiiiiiii e 24
1.2.3.3.4.ClaSSITICAIION ... 24
1.2.3.3.4.1. LES MONOLEIPENES ... ottt sttt sttt sttt sbe e 25
I. 2.3.3.4.2. SESQUITEIPENES ....oviiiieiiite ettt ettt 25
R B T 1 (=1 0= 3T USSP 25
I.2.3.3.4.4 Triterpenoldes et SLEIOTUES .....cccecvveiverieiiece e et 26

[ 2.3.3.4.5  TErAlEIPENES ...cvveieieiiieieciieete ettt sreeste e sraesreeneesreenne e 26
1.2.3.3.5. Propriétés physicochimiques et pharmacologiques ..........cccoceveeieeieiieseese e, 26

Chapitre Il : Présentation botanique

I1.1.Prestation générale de la plante GtUIE .........ccoeeiiiiieii e 28

[1.2.L.2 famille deS APIACEES ....c.eoiiiiieieeieiieie ettt et 28

1..3.Etude I'espéce RidoIfia SEYBIUM .........ccveeveeieciceeieceeeeteee e 28
11.3.1. Répartition geographigUe .........ccceoeiiirrieiiie e 28
11.3.2. Présentation de 1a région d’€tude ..........cceiiiiiiiiiiii e 28
11.3.3. DeSCription DOTANIGUE. .......ccviiviiiiieiieieieie et e 29
11.3.4. Classification et SystematiqUe. ...........cooiiiriiiii e 31
[1.3.5. SYNONYMES VEGELAUX ....cvveivieieiiieiteeiiecie st ste e steeste e staeste s e saeesteesaesneesreennesneenneens 31
3B ULHIISALION ...ttt bttt nbe e 31

Deuxiéme partie : Partie pratique

Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

N Y =Y T PSS 34
L1 Materiel VEQELAl ... 34
[11.1.1.1. Récolte du matériel VEGALAl ............coooviiiiiee e 34
I11.1.2. Matériels de [aboratoire ............oouiiniiitii i e 34
I11.1.3.Réactifs chimiques et SOIVaNtS ............ccoiiiiiiii e, 35
T .2 MIBENOGES ...ttt bbb e st et et et be e e 35

VilI


file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111837
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111838
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111839
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11111840
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862771
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862772
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862773
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc9862774
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11112268
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113889
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113890
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113891
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113894
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113895
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113893
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113896
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11113897
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159157
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159160
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159161

I11.2.1. Préparation de I’extrait pour 1€S teStS .......oviuieiriit i 35

[11.2.2. Screening phytoChIMIQUE ..ot e 36
[11.2.2.1. Teste des TaNINS ......ouininini e ereieeseseeeieeie e e 2230
[11.2.2.2. TESLE UES SAPOMINES ....uties ittt ettt ettt et ettt et e et eaeans 36
[11.2.2 .3. TeSte deS COUMAIINES ......uinrintietetetet et eteet et et eteeteeeeaneareeaneananns 36
[11.2.2.4. Teste des StErOTACS. ... uvintiti it aeees 36
[11.2.2.5. TSt AES TTItEIPEIES ...\ttt ittt et ettt et et e et 37
[11.2.2.6. Test des pholobatannins .............c.o.oieiriiriirit i eeeies 37
111.2.2.7. Test des F1avonotdes ..........oueeiiniiriti e 37

1. 2. 2. 7115 MEHNOTE ...ttt ettt 37
1. 2.2, 7.2.25 MEtNOGE ....oovvvoveevveosesses s 37
[11.2.2.8.TeSt deS AICAIOTUES ......cceoviiiiiiieiiire e 37
I11.2.3. L’extraction des prinCipes aCtifS ........ccuvveiriiiiiiiiiiiiie i 37
[11.2.3.1. Préparation des eXIraItS ..........cccciieerieiiieiieie e e e ee e 38
1. 2. 3. 1.1. Préparation de I'eXtrait Brut .............ccccovveieiieie e 38
I11. 2. 3. 1.2. Préparation des extraits SPECITIQUES ........ccccvvevveieiieiice e 40
M1.2.3.2. Calcul durendement ..............oiiiiiiiiiiiii e e e e 42
I11.2.4. Analyse des principes actifs de I'espéce Ridolfia segetum ............cccooevvvevvivcinennene. 42
[11.2.4.1. Chromatographie Sur COUCNE MINCE .......ccceiieiieieiie e 42
I1l. 2. 4. 1.1. définition de Chromatographie sur couche mince ..........ccccccoevvevieieecnnenne 42
[11.2.4.1.2. Principe de la chromatographie sur couche mince ............................ 42
[11.2.4.1.3.Protocole expérimental ..o 43
I11. 2.4. 2. Spectroscopie iNfrarouge (IR) ......covovieiiiee e 45
111.2.4.2.1. définition de Spectroscopie infrarouge (IR) ..........ccooviiiiiiiiiiinnnn, 45
111.2.4.2.2.Principe de Spectroscopie infrarouge (IR) .........ccooveiiiiiiiiiiiiiiiien. 46
111.2.4.2.3. Protocole experimental ... 46

Chapitre IV : Resultats et Discussion

IV.1. Screening PhYtOChIMIQUE. ......ovviniieii e eee e 49
0 00 I T 10O 49

\h


file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159170
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159171
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159173
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159174
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159175
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159176
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159177
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159178
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159179
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159180
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11159187

IV L2, SaPONINES .ttt e e 50

IV 1.3, COUMATIINES ..ttt ettt et et e et et e e e et e et e e e e e e et e e e e eae e naeneneas 50
IV 14, StETOTAES ...t 51
IV LS, THEEIPENES .ottt e e e e e 51
IV.1.6. PhIODataniins ..........oouiiuiiiitiit ittt e e e e e eaeeeaae s 52
IV.1 7. ALCAlOTARS ..o 52
IV.1.8. FIaVONOTACS ...nttiii e e e e e e 53
IV.2. Rendement des eXtraCtions ............oueuiiitini e 55
IV.3. Analyse des principes actifs de I'espéce Ridolfia segetum..................coeeiiiiiniiii, 56
IV.3.1. Analyse chromatographique et SpectroSCOPIQUE. ... ...vueeueiiirniiiiiiiiiaeennene 56
IV.3.1.1. Chromatographie sur CouChe Mince .............cocoiiiiiiiiiiiiii e, 56
IV.3.1.2. Analyse spectroscopique infrarouge (IR) ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 58
CONCIUSION GENEFAIE.........cieeiee et e e e et e nresaenneas 63
Références BibliographigUES ..........ccoeiiiiiiiiiiee e 66
AANINEXES ...ttt ekttt et e ettt e a e e R b e e e R b et e R bt oAb et e R R et e R b e e e Re e e e nr e e e br e e e rreeenes 76


file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11017791
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11017880
file:///D:/نجاة/7%20sommaire.docx%23_Toc11017880

Introduction Genérale



Introduction Générale

Introduction Générale

Depuis des milliers d'années, I'hnomme utilise les plantes trouvées dans la nature, pour traiter
et soigner des maladies [1].

Bien qu’une grande partie du XXeéme siecle ait été consacrée a la mise au point de molécules
de synthese, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de
sources naturelles a donner des résultats dans la découverte d’un grand nombre de médicaments
utiles qui commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies
humaines [2].

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la population
mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne [3] , en plus de
25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent directement ou indirectement
leurs origines des plantes [4].

De par leurs effets thérapeutiques, les principes actifs des végétaux : alcaloides, flavonoides,
hétérosides, huiles essentielles, quinones, saponosides, tannins, ... et vitamines constituent une
source inépuisable de molécules doués de propriétés biologiques et pharmacologiques trés

diversifiées [5].

En effet, les métabolites secondaires font et restent I’objet de nombreuses recherches aussi
bien in vivo qu’in vitro, en particulier, la recherche de nouveaux constituants naturels comme
alternative thérapeutique. Cependant, ’évaluation des propriétes thérapeutiques des plantes
demeure une tache a la fois trés difficle et tres utile notamment pour les plantes ayant une
utilisation rare ou moins fréquente ou encore méconnue dans la médecine traditionnelle.

L’Algérie, par sa surprenante richesse en biodiversité (flore) renferme de nombreuses espéces,
on y dénombre plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques.

Ces plantes, dont plus de 15 % sont endémiques [6]. Ne sont que peu explorées. Ainsi, afin de
valoriser cette richesse naturelle et améliorer le patrimoine de médecine traditionnelle
algérienne, nous avons choisi d’étudier une plante de famille des Apiacées nommé localement
Ridolfia segetum provenant de la région de Bechar, peu de travaux lui ont été consacrés, C’est
ce qui nous a encouragés a entreprendre en vue d’estimer sa qualité commerciale et de justifier
scientifiguement son usage traditionnel par les populations locales en tant que remede populaire.

L’objectif de la présente étude est 1’étude phytochimique afin de rechercher des molécules

potentiellement actives.
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Notre étude vise également a pour objet de mettre en évidence, en premier lieu, I’extraction,
I’isolement et 1’identification des métabolites secondaires de la graine de la Ridolfia segetum,

pour ensuite les analyser par les méthodes chromatographiques et spectroscopiques, avec une
conclusion générale.

Notre travail, comporte quatre (4) chapitres :

«+Le premier chapitre est consacre synthése bibliographique des métabolites secondaires.

s Le deuxiéeme chapitre est parlé sur la présentation botanique de la Ridolfia segetum
appartiennent a la famille des Apiacées.

¢+ Le troisieme chapitre concerne la partie expérimentale, qui comporte deux parties, I'un sur

I'étude phytochimique et I’extraction de quelques principes actifs Ridolfia segetum ; la
deuxiéme partie sur I’analyse cette principes actifs.

¢ Le quatriéme chapitre regroupe I'ensemble des résultats qui seront suivis d’une discussion.

Enfin, une conclusion générale résumer I'ensemble des résultats du travail fourni.
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1.1 Généraliteé :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) [7].

Les plantes produisent, en plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus
directement lors de la photosynthese, mais résultent des réactions chimiques ultérieures [8].
Ces composés sont appelés métabolites secondaires dont la fonction physiologique n'est pas
toujours évidente mais représente une source importante de molécules bioactives utilisables

par I'nomme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire

[9].

| .2. Métabolites secondaires :

1.2.1. Définition des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes [10]. Ils ont un réle important dans
les interactions de la plante avec son environnement tel que la protection contre les
pathogenes, herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress abiotique comme
dessiccation et radiation UV. Ils sont produits naturellement lors d’un métabolisme secondaire
en tres faible quantité, et présentent une grande variété structurale, ou il s’agit plus de 200 000
structures définies. Ces molécules marquent de maniére originale, une espece, une famille ou
un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique [11].

En effet, les plantes médicinales sont les principales sources de ces métabolites qu’ont des

propriétés pharmacologiques puissantes sur I’homme [12].

1.2.2. Biosynthese des méetabolites secondaires :

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au metabolisme primaire,
résultent généralement de trois voies de biosynthese (figure n°1) la voie de shikimate, la voie
de mévalonate et du pyruvate [13].
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Figure n°1 : La biosynthétique des métabolites secondaires [13].



CHAPITRE | Métabolites secondaires

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 tres grande
diversité de composés qui possédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine.
[14,15]

» Les composés phénoliques
» Les composés azotés (les alcaloides).

> Les terpenes.
1.2.3.1. Les composés phénoliques :

1.2.3.1.1. Définition des composés phénoliques :

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont constitués une famille de molécules
trés largement répandues dans le regne végétal [16]. Plusieurs milliers ont été caractérisés
jusqu'a aujourd’hui. Bien qu’étant tres diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou
de plusieurs cycles benzéniques, portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, auxquelles est
directement lié au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther,
ester, hétéroside [17,9]. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) a des proportions variables [18].

La couleur et I’ardbme, ou ’astringence des plantes dépendent de la concentration et des
transformations des phénols. Ces composes reprécsentent 2 a 3% de la matiere organique des
plantes et dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage. Dans la nature, ces composés
sont généralement dans un état lié¢ sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils
existent également sous forme de polymeres naturels (tanins) [9]. Le groupe le plus vaste et
plus répandu des phénols est celui des flavonoides[19].

Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base
(tableau n°1).
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Tableau n°01 : les différentes classes des composés phénolique [20].

Squelette carbonée Classes de composes phénoliques
Cs Phénols simples et benzoquinones
Cs-C Acides phénoliques
Ce-C Acétophénones et les acides phenylacétiques
Ce-Cs Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropenes, chromons
Ce-Cy Naphthoquinones
Ce-C1-Cs Xanthones
Ce-C,-Cs Stilbénes et anthraquinones
Ce-C5-Cs Flavonoides et isoflavonoides
(Cs-Co), Tannins hydrolysables
(C6-Cs), Lignanes et néolignanes
(Co-C5-Co): Biflavonoides
(Ce-C3) n Lignines
(Ce) n Catéchols
(Cs-C3-Ce) n Tannins condensés

1.2.3.1.2. Structure chimique des polyphénols :

Les composeés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques.
IIs ont élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
benzénique (aromatique), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (figure

n°2), libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [21].

Ces composés varient, des molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [9].
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Groupe hydroxyle ———* OH

Anneau
aromatique

Groupe phénol

Figure n°2 : Squelette de base des polyphénols [22].
1.2.3.1.3. Localisation des composés phénoliques :

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois)[23]. Ils sont présents aussi dans diverses substances
naturelles : dans les fruits rouges, le raisin, etc [24]. Parmi les composés phénoliques, dont
8000 sont connus : les flavonoides, les quinones phénoliques, lignanes, les xanthones, les

coumarines et d’autres classes existent en nombre considérable [21].

1.2.3.1.4. RO0le et intérét des composés phénoliques :

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinale, ils ont
la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. 1ls sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits
[23]. Ces composés sont réputés aussi pour leur caractere anti-oxydant, neutralisant les
radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs
maladies [8]. En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés
anti-oxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et anticancéreuses. Plusieurs
études ont été réalisées sur I'impact de la consommation de végétaux sur la santé. La plupart
d’entre elles ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de nombreuses

affections telles que I’infarctus et le cancer [25,26].

10
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1.2.3.1.5. Classification des polyphénols :

Une classification de ces substances a été proposee par HARBORNE en 1980. On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base. Deux principales
classes sont largement répandues [27].
1.2.3.1.5.1. Polyphénols monomériques :

a. Acides phénoliques :

Ce sont des composés organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un

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

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique [28].

a.l. Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure genérale de base de type (Ce-Cs). Ces
acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a I’état
d’esters ou hétérosides [28,29]. Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les
aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et I'oignon dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits
frais [32]. Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la

figure suivante :
a.2. Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de l'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C6-
C1). Ces composes ont une distribution tres large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
[29] et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides,

Oarylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique [28].

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. 1l est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des
fruits, principalement sous forme d'ester de l'acide quinique (acide chlorogénique) [30]
L'acide chlorogénique est présent en tres forte concentration dans la pomme (430 mg/kg) [31]

et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg [30].

11
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Les différentes classes des acides phénoliques sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau n°02 : les différentes classes d’acides phénoliques [32].

Mono-hydroxyles

Di-hydroxyles

Tri- hydroxyles

Acide benzoique

Acide p-hydroxy

R=H acide Protocatéchique R1=R3=0OH
OWOH benzoique On_OH Acide gallique
o> I o, o
(
= “ I . -
S, O HO OH
- r OH
OH R=CH3
Acide vanilique
R1=R3=0CH3
. |— o Acide syringique
=, CH
| o HO 0
OH 1
H4C ,ﬂlh et CH
0" Y O
oH
Acide Acide R=H Acide
cinnamique P-coumarique acide caféique Sinapique
0 0 0
O F“U o, L J'Lr} * H': { . f_:“'f
" 0H AN f ' N
~ | HO™ -
HD'—"\ QOCH
R=CH3

acide ferulique

HiCO
- X OH

H

12
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b. Flavonoides :
b.1. Définition des flavonoides :

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels Appartenant a
la famille des polyphénols [33]. Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux.
Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus importants
sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les
isoflavones, lesisoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes. Ces divers
composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. On les trouve,
d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés
dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Tous les flavonoides (plus de
4000) possedent le méme élément structural de base, a savoir 1’enchainement 2-
phénylchromane [17].

b.2. Structure des flavonoides :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et,(B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) (figure n°3) [34].

Geénéralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6.
[9,35] . En formant une structure de type diphényle propane dont des groupements
hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette
molécule. [36,37].

Figure n°3 : Squelette de base des flavonoides. [35]

13
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b.3. Différentes classes des flavonoides

Les flavonoides se répartissent en onze familles des composés. La variation du degrée
D’oxydation de la chaine carbonée Cs (formant, en général un hétérocycle C, par
condensation avec un OH phénolique du noyau A) détermine les propriétés et la classification
utile en sous-groupes ou famille dont les membres peuvent porter des substituants différents
au niveau du noyau B (figure n°4) [38].

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes

sont :
flavanone R3' flavone
flavanonol . flavonol R

Figure n°4. Les différentes classes des flavonoides [39].

14
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b.4 .Propriétés des flavonoides

>

Ce sont des solides cristallisés dont la teinte, varie du blanc ivoire au jaune vif. Ces
hétérosides sont solubles dans I’eau (surtout a chaud), ’alcool et les solvants
organiques. Ils sont insolubles dans les solvants organiques apolaires.

Les flavonoides sont aussi solubles dans les solutions alcalines (ammoniaque et
potasse) donnant une coloration jaune qui disparait par addition d’acide.

Is possédent un spectre d’absorption dans I’ultraviolet avec, généralement deux
maximums caractéristiques variant avec chaque type flavonique [40].

IIs Protégent les plantes contre les radiations UV.

Ils sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.

IIs fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries

symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire.

» lls régulent I’¢longation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits [41].

1.2.3.1.5.2. Polyphénols sous forme de polymeres :

a. Tanins :

a.l. Définition des tanins :

Les tanins sont des substances polyphénoliques en (C15) n de structure variée, de saveur

astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a leur

propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000

Da [42], lls peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et

les graines [43]. Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter les

protéines et les métaux lourds. Ils favorisent la régénération des tissus et la régulation de la

circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides [44].

a.2. Classification :

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents

par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique : Les tanins hydrolysables et les

tanins condensés [17].

a.2.1. Tanins condenseés :

Les tanins condensés sont des polymeéres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le

plus souvent épicatéchine et catéchine [43].

15
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s sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables
que dans des conditions fortement acides [45].

a.2.2. Tanins hydrolysables :

IIs sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifiée par
I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). lls sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique [45] .

OH
O o~ 5 0\ OH
A \ / AN
HO o sy 9y
NSNS N NS OH O_,::?/O 0 /™
R ) o T OH
T e " OH .-'/b‘:‘\ "/ S k - OH OH
OH v | VY
HO NN NS ’
HO“ NS N A
¢ an
R O |
i i OH
@ (b)

Figure n°5: Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysable.
[46].
a.3. Propriétés des tanins :

» Les tanins sont des corps généralement amorphes, solubles dans 1’eau et 1’alcool et
insolubles dans les solvants organiques apolaires. On les extraits, généralement par
des mélanges hydro-alcooliques.

» lls précipitent, avec de nombreux réactifs et avec les sels de métaux lourds tels que le
fer, le plomb, le zinc et le cuivre [47].

» Grace a leur astringence, les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques,
vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le
traitement des varices et hémorroides [42].

» lIs sont largement employés dans 1’industrie du cuir surtout dans celle des vernis et

Peintures [42] .
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b. Lignines :

Le terme lignane a I’origine présenté par Haworth en 1936. Ils sont les diméres des unités
de phenylpropane (C6 C4) [48].

Les lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne
Végeétal. La distribution botanique est large : plusieurs centaines des composés ont été isolés
Dans environ soixante-dix familles. Chez les gymnospermes, lls sont surtout rencontrés dans
Les bois alors que chez les Angiospermes, ils ont éteé identifiés dans tous les tissus, 1ls ont été
découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les feuilles, les fruits est les graines
[49]. Subissant les contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier
les parois cellulaires [42].

Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barriere mécanique, de
go(t désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent a
la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse

courante a I’infection ou la blessure [50].

HO  OH
HO OH
Vel V3
HO (0 OH
Vel 02

Figure n°6 : Structures chimiques de lignine [49].
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1.2.3.1.5.3. Coumarines, Stilbénes (les plus rares)
a. Coumarines Cg-Cs -

a.1.Définition des coumarines :

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterix ordorota Wild., Fabaceae) dont les féves contiennent 1 a 3% de coumarine, d’ou fut
isolée en 1982 [52]. Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés
avec neuf atomes de carbone [53]. Les coumarines constituent une classe importante de
produits naturels, elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin
fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces composés sont les constituants
caractéristiques du regne végétal chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines
sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les

parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines [54,55].
a.2. Structure des coumarines :

Le squelette de la base des coumarines est constitué de deux cycles accolés de types (Cg —

Cs) avec neuf atomes de carbones. [56]

Figure n°7 : structure chimique du coumarine.

a.3.Propriétés des coumarines :

» Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques
Tels que les solvants chlorés avec lesquels on peut les extraire. Les formes hétérosidiques

sont plus ou moins solubles dans 1’eau [17].
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» Elles ont un spectre UV caracteéristique, fortement influencé par la nature et la
Position des substituants et profondément modifié en milieu alcalin (KOH,
NaOCH3), elles sont examinées en lumiére ultra-violette [17].

» Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de

Capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

» Les conditions structurales requises pour I’activité antiperoxydante des coumarines

Sont similaires a celles des flavonoides [57].

» Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a dire des metabolites que la
Plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
Champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent egalement se trouver
Dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et chez
certains Microorganismes [58].

b. Stilbénes C¢-C,-Cs :

Les stilbénes (figure n°8) sont des composés phénoliques contenant au minimum deux
noyaux aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbéne font partie
de la famille des stilbénes et sont des composes synthétisés par la plante suite a un stress, Ces

molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes oxydase et les peroxydases [59].

\ /

Figure n°8 : Structure chimique de stilbéne. [59]
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1.2.3.2. Les alcaloides :
1.3. 2.1. Définition des alcaloides :

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractere alcalin et
présentant une structure moléculaire héteérocyclique complexe [60].

Geénéralement sont relativement stables et sont stockés dans les plantes en tant que
produits de différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides

aminés tels que la lysine, 1I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane.

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon
I'espece de la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines,

dans les feuilles ou dans les fruits [61].
1.3. 2.2. Fonctions et propriétés :

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
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes [62] .Insolubles ou fort peu
solubles dans I’cau ; ils sont solubles dans I'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les acides et
dans I'ammoniaque [63].

1.3. 2.3. Classification :

IIs existent plusieurs types d’alcaloides, certains ont de structures trés simples, d’autres de
structures beaucoup plus complexes [64] Nous distinguons 3 classes [65].
Les alcaloides vrais : ce sont des dérivés d’acides aminés, dont I’atome d’azote est inclus
dans le systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit
sous forme de sel, soit comme N-Oxyde. Ils représentent le plus grand nombre d’alcaloides et
ils sont toxiques [60].
Les pseudo-alcaloides : ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés [60]. Dans la majorité des cas
connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpeniques) et du métabolisme de
I’acétate [66].
Les proto-alcaloides : ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique. Ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides

aminés. Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau [67].
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Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques, les alcaloides représentent les principes
actifs de nombreuses plantes médicinales [68].

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (figure n°9) Indole (a), Quinoline
(b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la morphine (g) et solanidine
(h) (stéroide) [69].
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Figure n® 9 : Les principaux cycles azotés des alcaloides [70].
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1.3. 2.4. Propriétés physico-chimiques des alcaloides :

_ Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires tres variables de
100 a 900 g/mol [71].

_ Les alcaloides et leurs sels purs sont, en général des produits solides cristallisés, caractérisés
par un point d'ébullition propre. Certains d’entre eux sont amorphes et se trouvent sous forme
de cires. D'autres, ayant de faibles points d'ébullitions sont a I'état liquide sous forme d'huiles

et ont une viscosité variante [42].

- Ils sont solubles, dans 1’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools, tant qu’ils
sont placés en milieu acide (sels d’alcaloides), ils sont solubles aussi, dans les solvants
organiques peu polaires comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc...en milieu alcalin

(alcaloides sous forme de base) [72].

- La basicité des alcaloides est tres variable et dépend de la disponibilité du doublet libre de
I’atome d’azote. Cette basicité est fortement influencée par la présence des groupements liés a
I’atome d’azote : les groupements électro-attracteurs adjacents a 1I’atome d’azote diminuent la
basicité tandis que les groupements électrodonneurs la renforcent. La colchicine et la pipérine,

du fait de I’existence du carbonyle de I’amide, sont pratiquement neutres. [73]

1.3. 2.5. Propriétés thérapeutiques des alcaloides :
Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leur activité
pharmacologique qui s’exerce dans des domaines variés.
» Au niveau du systeme nerveux central, ce sont des dépresseurs (morphine) ou des
stimulants (caféine)
» On notera aussi ’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antif
brillants (quinidine), d’anti-tumoraux (vinblastine), d’antipaludique (quinine).

Ces différentes activités (et d’autres) conduisent a une utilisation pharmaceutique des plantes
a alcaloides. D’une manicre générale, les alcaloides sont des substances particuliérement
intéressantes pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que Par leur toxicité.
[52,60].
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1.2.3. 3.Les terpénoides :
1.3. 3.1. Définition les terpenes :

Appelés aussi terpenes, ils forment un groupe de produits naturels largement représenté et
d’un intérét chimique considérable, trés diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des
vegetaux. Cette odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20
atomes de carbones. Extraites ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou
comme parfum (rose, lavande). Ils ont un caractére commun, formés d’unités isopréniques
(CsHs). 1ls sont formés de I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées
dérivées du 2-méthyl butadiene, appelées unités isopréniques (CsHg) n. Ces squelettes
peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien former des anneaux. De ce fait une

classification rationnelle, basée sur ce nombre qu’ils renferment, est possible [74,75].
1.3. 3. 2. Structure chimique des terpénes :

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure, soit cyclique soit a
chaine ouverte : leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les polyterpéenes
ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule
C5H8 (Figure n°10). Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le
squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,

acide, lactone, etc.) [76].

X

C CH
Hzc//, \CI// 2
H

Figure n°10 : Structure de 1’unité isopréne.
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1.3.3.3. Biosynthese des terpénes :

Les terpénes sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, les organismes
marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de I'enchainement de plusieurs

unités isopréniques [77].

L'isopentéyl- diphosphate (IPP) et le diméthylallyldiphosphate (DMAPP), équivalents
biologiques de l'isopréne, sont les précurseurs communs de tous les isoprénoides et peuvent
s'isomériser grace a une enzyme I'IPP isomérase [78], chez les plantes supérieures, les
isoprénoides sont synthétisés par deux voies biochimiques indépendantes, voie de mévalonate

et la voie desoxyxylulose-5- phosphate [79].
1.3.3.3.1. Voie de mévalonate :

Se fait dans le cytosol et le reticulum endoplasmique, la plus anciennement connue, utilise

I’acétyl-CoA comme point de départ, tout comme la biosynthése des acides gras [79].
1.3.3.3.2. Voie desoxyxylulose-5- phosphate :

La voie de desoxyxylulose-5- phosphate (DXP) qui fut découverte chez les organismes
procaryotes, puis généralisée selon les derniéres recherches aux chloroplastes des plantes
supérieures donne naissance aux précurseurs d'isoprénes, monoterpenes, diterpenes et
tétraterpenes et ce a partir des produits issus directement de la photosynthese ; la pyruvate et

glycéraldéhyd 3-phosphate [80].
1.3.3.4. Classification :

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base
isopréne De ce fait une classification rationnelle, basée sur ce nombre qu’ils renferment, est
possible tableau en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et
polyterpénes [ 81,82].
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Tableau n°03 : Classification des triterpénes. [74-75]

Monoterpénes Cuo
Sesquiterpenes Cis
Diterpenes Cxo
Sesterpénes Cys
Triterpénes et Stéroides Cao
Tetraterpenes Cuo
Polyterpénes (C10) N avec n>8

1.3.3.4.1. Les monoterpenes :

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90% des huiles essentielles sont des monoterpenes)
[83].

IIs comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de deux unités
isoprene, selon le mode de couplage « téte-queue ». Plus de 900 monoterpénes connus se
trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les monoterpénes linéaires
(acycliques), les monoterpenes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux

cycles (bicycliques) et tricyclique [76,84].
1.3.3.4.2. Sesquiterpenes :

Les sesquiterpenes sont des molécules a 15 atomes de carbone constituées de trois unités
isopréniques et dérivant du Farnésyl diphosphate (FPP) ; [85] il s'agit de la classe la plus
diversifiée des terpénes, elle contient plus de 3000 molécules comme par exemple : B-

caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a-bisabolol, farnesol.
I.3.3.4.3. Diterpénes :

Les diterpénes sont formés de quatre unités isoprénes (CoHs2) [86] , il comprend les
gibbérellines (phytohormones du développement impliquées dans des processus cellulaires

fondamentaux tels que la germination [87].
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1.3.3.4.4. Triterpénoides et stéroides :

Les triterpenes sont des composés en Cgg issus de la cyclisation de I'époxysqualéne ou
du scaléne [14]. Les stéroides sont derives de triterpenes tétracycliques et possédent un
squelette cyclopentaperhydro phénanthréne. Beaucoup de stérols se produisent sous forme de
glycosides caractérisés par les saponines stéroidiens [88].

» Saponines (Groupes de stéroides) :

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapo. Les saponines ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon [89]. Ils sont des glycosides a
poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement trés diversifié de
molécules triterpéniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction aglycone
hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou polysaccharide
[90].
1.3.3.4.5. Tetraterpénes :

Les Tetraterpénes 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 [83].

I. 3.3.5. Propriétés physicochimiques et pharmacologiques
Les terpenoides sont responsables de la couleur et ’odeur des plantes et des épices
(piments, curies) [91].
Beaucoup de terpenes servent comme des additifs dans les industries alimentaires et
cosmétiques et plusieurs d’entre eux possedent des activités biologiques :
Antimicrobienne, insecticide, anti-carcinogenique, anti-inflammatoire, anesthésique et
antihistaminique (des mono et sesquiterpénes), diurétique, neuro-protective. On peut citer
également les propriétés anti-tumorales et cytotoxiques des diterpénes (Taxol), et des activités

anti-oxydantes attribuées surtout aux diterpenes phénoliques [83].
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Il .1 Prestation générale de la plante étudie :

Ridolfia segetum appartiennent a la famille des Apiacées. Cette famille, trés abondante
dans le monde et riche en huiles essentielles, comprend plus de 3000 espéces avec 55 genres
représentés en Algérie. L’identification botanique a été établie a partir d’un échantillon de

plante au niveau de leurs fleurs [92].
Il .2 La famille des Apiacees :

Cette vaste famille a été classé par Antoine Laurent de Jussieu en 1789 sous le nom
d’Umbelliferae, puis nommée Apiacées par John Lindley en 1836 [93].

La famille des Apiacées (anciennement nommées « Ombelliféres ») regroupe les plantes
qui ont une inflorescence en forme d’ombelle. Le pédicelle (branche individuelle d’une seule
fleur) rayonne depuis un point commun de la tige. Cette famille compte plus de 3000 espéces
réparties en 420 genres. Principalement herbacées, beaucoup sont huileuses ou aromatiques,
guelques-unes sont toxiques. La famille des Apiacées est généralement divisée en deux

catégories :

e Celle des plantes cultivées pour leur racine.

e Celle des plantes cultivées pour leur feuillage.

11 .3 Etude I'espéce Ridolfia segetum :

11 .3.1 Répartition géographique :
La plante Ridolfia segetum est une plante spontanée qui pousse en région méditerranéenne

dans les champs et les lieux vagues [94].

I1.3.2 Présentation de la région d’étude :

Commune de Boukais La plante Ridolfia segetum | 2 (’}
Etudiée provient de la région De Boukais (0asis vers v ;
Les frontieres marocaines) A 50 km Nord-Ouest de N
La ville de Bechar (figure n° 11).

Elle été achetée chez un Herboriste a Bechar.

Figure n°11 : Localisation de la région d’étude
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11.3.3 Description botanique :

C’est une plante annuelle de 40-80 cm, glabre, glaucescente, a racine gréle, pivotante.
Tige gréle, finement striée, a rameaux ascendants. Fleurs jaunes, en ombelles & 10-40 rayons
gréles, presque egaux (figure n°12), on peut le trouver sous les noms communs dans d'autres
pays saat- ridolfie; ridolfia des moissons ; aneto puzzolente ; andragem ; false fennel.C'est

une plante endémique dans la région méditerranéenne de I'Europe, de I'Asie, de I’ Afrique.

Figure n°12 : Photo de la plante Ridolfia Segetum.

Ses fruits gris brun, petits de longueur inférieure a 1 mm, sont des diakénes cotelés de
forme ovoide. Ses graines petites, ovales, striées, courbes et grisvert ressemblent aux graines

du carvi et du cumin.
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Bensaha et Hacini . 2021

Figure n° 13 : Graines de Ridolfia segetum photo originale.

Po

1mm

Figure n°14 : Structure des graines de Ridolfia segetum.
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11.3.4 Classification et systéematique :
Sa classification dans la systematique est donnée dans le tableau n°4 [95].

Tableau n°4 : Classification et systématique de Ridolfia segetum

Reégne Plante

Embranchement Spermaphyte (phanérogame
Sous Embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédone

Sous classe Dialypétale (a pétales séparés)
Ordre Apiale (ombellale)

Famille Apiacée (Ombellifére)

Genre Ridolfia

Espece Segetum

11.3.5.Synonymes végétaux :

La plante Ridolfia segetum posséde plusieurs noms qui sont : « persil de mais », « Fenouil
faux », Ridolfie des moissons, Aneth des moissons ou « carvi faux », false karwia, False

Fennel, Moutar, Beubsa. Son nom populaire est Karwiya el amya ou aoura [96].
11.3.6.Utilisation :

Les graines de Ridolfia segetum ont une odeur forte. Elles sont employées comme
aromates dans l'industrie de conserves au vinaigre. Elle est également employée a des fins
médicamenteuses dans les pays du bassin méditerranéen. Elle permet de réguler les périodes
menstruelles des femmes, et augmente I'écoulement du lait. Aussi, elle empéche la

constipation, les gaz, les infections respiratoires.... et les toux [96].

31



Deuxieme Partie

Partie Pratiqgue



Chapitre 777
Materiel et métfiodes
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire du la recherche
Département Génie des procédés (Faculté des Sciences et Technologies), Université de

Ghardaia pendant une durée du mois (février - Avril 2021).

Les travaux pratique de notre étude a pour but Le screening photochimique et

I’extraction des principes actifs des grains de plante Ridolfie puis lI'analyser.

111 .1. Matériels
111.1.1. Matériel végétal :

111.1.1.1. Récolte du matériel végétal :

La matiére végétal utilisée dans cette étude qui connu sous le nom scientifique de Ridolfia
segetum. Elle a été récoltée durant le mois janvier 2021 a la commune de Boukais a 50 km
Nord Ouest de la ville de Bechar. Le séchage de cette plante a été effectué dans un endroit sec
et a ’abri des rayons solaires presque de 48 heures, puis dépistage, la conservation de la

plante séchée dans une bouteille de verre.

_ —

Bensaha et Hacini. 2021

Figure n°15 : Graines séches de Ridolfia segetum photo originale

111.1.2. Matériels de laboratoire :

Balance de précision, Agitateur, Papier filtre, Plaque chauffante, Tube a essali,
Micropipette, Entonnoir, Bécher, erlenmeyer, Rotavapor de type Heidolph, Plague CCM de
silice, spectrometre FTIR-600.
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111.1.3. Réactifs chimiques et solvants :

Dans cette étude nous avons utilisé : éthanol, I'éther de pétrole, dichlorométhane, 1’acétate
d’¢éthyle, n-butanol comme des solvant, et les réactifs chimiques : méthanol , Le chlorure de
fer (FeCLs3) ,chloroforme ,NaOH ,d’acide sulfurique (H,SO,) , d’acide acétique C4H¢O3, HCI,
Jimailles de Magnésium (Mg) ,Pb (OAc) 4 ,d’alcool chlorhydrique , le réactif de Dragendorff,
eau distillée.

111 .2. Méthodes

111.2.1. Préparation de I’extrait pour les tests :
Peser 10 g du matériel végeétal et on mettre dans bécher de 250 ml avec 80 ml d'éthanol et
20 ml eau distillée. On laisser macérer pendant 48 heures a température ambiante, et Cela

pour permettre une meilleure extraction des composes chimiques la solution hydro-alcoolique

a été filtrée 1’aide d’un entonnoir sur papier filtre (extrait aqueux).

Bensaha et Hacini .2021

| .
Figure n°16 : préparation d'extrait aqueux photo originale.
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e [’extrait aqueux obtenu apres filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :
111.2.2. Screening phytochimique :
Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(les alcaloides, flavonoides...etc.) dans notre plante.

Le matériel végétal pulvérisé est épuise par macération dans des solvants suivante
(éthanol et eau distillée) et soumise a un criblage phytochimique qualitatif pour I'identification
de divers constituants chimiques en utilisant la méthode décrite par Trease et Evans (1987),
Harbone (1973) et Sofowora (1993). [97-98]

Les tests photochimiques basés sur des réactions de coloration et de précipitation pour
détecter la présence ou I'absence de certains composés appartenant aux familles chimiques.
111.2.2.1. Teste dés Tanins :

- La préparation solution de chlorure de fer FeCls : 5% Signifie 5 g de FeCls fondre dans
100 ml d'eau distillée.

- On mettre 2 ml de I'extrait aqueux avec 2 ml eau distillée chaude et ajoute 2 a 3 gouttes de
solution FeCls (5%). En présence de tanins, avec les sels ferrique (FeCls) : tanins galliques
donnent un précipité bleu noir et tanins cathéchique un précipité brun verdatre.
111.2.2.2. Teste des saponines :

- Dans tube a essai, on ajoute 5ml de I'extrait aqueux puis ajouter 5 ml d’eau H20 et
I’mélange a été bouilli. La hauteur de la mousse indique la présence saponosides.

111.2.2 .3. Teste des Coumarines :

- La préparation solution hydroxyde de sodium NaOH: 10% Signifie 10g de NaOH fondre
dans 100 ml d'eau distillée.

-Dans un éprouvette on mettre 2 ml de l'extrait aqueux, puis ajouter 3ml de solution
hydroxyde de sodium NaOH (10%). L’apparence de la couleur jaune indique la présence de la
coumarine.

111.2.2.4. Teste des Stéroides

- Dans tube a essai, on prend 2 ml de I'extrait aqueux avec 2ml de chloroforme, puis ajouter 2
ml d’acide sulfurique concentré H2SOas. On observe un anneau rouge-brunatre, alors qu'en

présence de stérols.
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111.2.2.5. Test des Triterpenes :

- On mettre 2 ml de I'extrait aqueux avec 2ml d’acide acétique C4HsOs, puis ajouter 2 a 3
gouttes d’acide sulfurique concentré H2SO4. Une couleur rouge foncé indique la présence des
triterpénes.

111.2.2.6. Test des pholobatannins :

- On prend environ 2 ml de I'extrait aqueux ont été ajoutés a 2 ml d'HCI concentré et le
mélange a été bouilli. Le dépot d’un précipité rouge a été considéré comme une preuve de la
présence de phlobatannins.
111.2.2.7. Test des Flavonoides :

- La préparation de solution Pb (OAc) 4: 10% Signifie 10g de Pb (OAc) 4 fondre dans 100 ml

d'eau distillée.

» Pour détecter la présence les flavonoides nous avons utilisé deux méthodes :

111.2.2.7.1. 1*" Méthode :

- On mettre 1 ml de l'extrait aqueux avec 1ml de solution Pb (OAc)s (10%). L’ apparition

D’une coloration jaune indique la présence d’un flavonoide.

111.2.2.7.2. 2°™ Méthode :

- Dans un bécher, on ajoute 10 ml de I'extrait aqueux, évapores jusqu'a séchage complet.
Ajouter au résultat 1 a 2 ml de méthanol chaud puis quelques copeaux de magnésium (Mg)

avec 4 a 5 gouttes d’alcool chlorhydrique concentré. 1l se produit une réaction de précipitation

pendant quelques minutes. L’apparition d’une coloration orangée ou rouge indique la

présence d’un flavonoide.

111.2.2.8. Test d’Alcaloides :

- On mettre 2 ml de I'extrait aqueux avec 2ml de ajoutés a 2 ml d'HCI concentré a été traité

avec des gouttes de le réactif de Dragendorff. La précipitation avec ce réactif a été considérée

comme une preuve de la présence d'alcaloides.

I11.2.3. L’extraction des principes actifs :

Les principes actifs d'une plante sont des agents chimiques capables d'une activité. La
présence des ces composants souvent en quantité extrémement faible dans la plante impose
des séparations, généralement, délicates. La décoction, 1’infusion et la macération sont les

méthodes de séparation les tres utilisées pour I’extraction globale des principes actifs et qui
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sont suivies par des séries de séparation chromatographique pour atteindre une matiére pure

d’un principe actifs. [99]

Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode d’extraction macération. L’extraction
est effectuée par a laisser séjourner la plante dans différents solvants de différentes polarités
pendant plusieurs heures. Pour extraire certains principes actifs a partir de plante Ridolfia

segetum.

111.2.3.1. Préparation des extraits :

111.2.3.1.1. Préparation de I'extrait brut :

Dans un bécher de 1000 ml, on ajoute 100g de la plante de Ridolfia segetum séchée et
mise en contact avec un mélange éthanol/ eau (7/3) (v/v) et laisser macérer pendant 24 heure a
température ambiante. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant.
Ensuite la filtration est réalisée sur papier filtre et le solvant a été récupéré du filtrat par
évaporation dans un rotavapor de type Heidolph a une température de 60°C. L’extrait aqueux
concentré obtenu est dilué avec de I'eau distillée tiede a raison de 60 ml (chaque 1kg de
matiere — 400-500 ml I'eau distillée) et laisser pendant 24 heures. Apres filtration, extrait

aqueux dilué a été conservé a température ambiante jusqu'a 1’utilisation.

Figure n°17 : Montage d’extraction utilisé photo originale.
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e Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme suivant (figure n°18) :

[ 100 g matiere végétale + 400 ml EtOH/H,0
(713)

! Macération pendant 24 h

La filtration 01 I

!

Le reste +400 ml EtOH/H,0 (7/3)

g Macération pendant 48h

La filtration 02 [

4

Le reste + 200 ml EtOH/H,0

177 1N\

! Macération pendant 24 h

La filtration 03 I

Le rassemble des 03 filtrats

ass

Evaporation 60°C J

g

L'extrait aqueux
concentré

- Addition 60 ml de I'eau distillée tiede i

L’extrait aqueux dilué J

Figure n° 18 : Récapitulatifs de I’extraction des parties aériennes de Ridolfia segetum
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111.2.3.1.2. Préparation des extraits spécifiques :

Phase aqueuse obtenue précéedemment (L'extrait aqueux dilué) subit une série
d’extraction liquide-liquide (décantation). La solution aqueuse est épuisée par des solvants
non miscibles a 1’eau et de polarité croissante en commengant par 1'éther de pétrole qui extrait
les produits non polaires, dichlorométhane qui extrait les produits un peu polaires, puis
I’acétate d’éthyle qui extrait les produits moyennement polaires et en dernier le n-butanol qui
entraine les composés trés polaires. Les phases organiques sont séchées par du sulfate de
sodium anhydre pour éliminer toute trace d’eau, puis filtrées et enfin concentrées a sec par

évaporation dans un rotavapor de type Heidolph et pesées.

Figure n°19 : Montage d’extraction utilis¢ photo originale.
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e Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme suivant (figure n°20):

L'extrait aqueux dilué

- Extraction par de I’éther de pétrole 80 ml (x3)
- Décantation.

! |

Phase organique Phase aqueuse
- Evaporation a t= 35 °C - Extraction par du CH,CI, 80 ml (x3)
- Filtration. - Décantation.
Extrait éther de pétrole l l
Phase organique Phase aqueuse
- Evaporation a t= 37 °C - Extraction par de 1’AcOEt 100ml
- Filtration. - Décantation.
Extrait dichlorométhane l l
Phase organique Phase aqueuse
- Evaporation a t= 50 °C - Extraction par le
- Filtration. N-butanol 80 ml (x3)
- Décantation.
Extrait I’acétate d’éthyle ¢ ¢
Phase Phase aqueuse
organique

Evaporation at=70 ° C
Filtration.

Extrait n-butanol

Figure n° 20 : Récapitulatifs de I’extraction des extraits spécifiques de Ridolfia segetum.
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111.2.3.2. 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 été calculé par la formule suivante:

Rendement (%) = (Mext -Myid / Mint) X 100

Mey: - Masse en gramme du ballon aprés évaporation
M,iq : Masse en gramme du ballon avant évaporation (ballon vide).

M.« : Masse en gramme de la plante séche initiale.

111.2.4. Analyse des principes actifs de I'espece Ridolfia segetum :
111.2.4.1. Chromatographie sur couche mince :

111.2.4.1.1. Définition Chromatographie sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince est un outil d’analyse en phytochimie. C'est une
méthode facile et trés rapide, elle repose principalement sur des phénoménes d'adsorption
[100]. Cette technique d’analyse est réalisée avec divers solvants et différents adsorbants. Elle
est basée sur 'utilisation Une plaque de CCM se compose d’un support (en aluminium, en
verre ou en plastique), sur lequel est fixé une fine couche d’un milieu de désorption (silice,
cellulose, alumine, polyamides...) comme phase stationnaire. On la place en position
Iégérement inclinée dans une cuve en verre fermée qui contient la phase mobile. Cette

derniére constituée d’un ou de plusieurs solvants [101]
111.2.4.1.2. Principe de la chromatographie sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince s'effectue généralement sur une fine couche de
silice (phase stationnaire) déposée sur un support. Le mélange a étudié est ensuite posé a
I'aide d'un capillaire a environ 1 cm du bord puis placé dans une cuve contenante I'éluant. Le

niveau de I'éluant devant étre en dessous du produit déposé. [102]
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La cuve de chromatographie est refermée par un couvercle, les substances migrent par
capillarité. La vitesse dépend des forces électrostatiques retenant le composant sur la phase
stationnaire et de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent
alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile. Les substances de faible polarité

migrent plus rapidement que les composants polaires. [103]

Si les vitesses de migration des composés sont différentes, ils seront séparés. La
plaque de chromatographie est ensuite lue directement si les composés sont visibles, ou placé
sous une lumiere UV. lls peuvent également étre révélés en pulvérisant une solution d'acide

sulfurique puis chauffé dans une étuve. [102]
111.2.4.1.3. Protocole expérimental :

On utilise les plagues commerciales (gel de Silice 60 nm imprimé sur une plaque
d’aluminium), pour & chaque extrait on déterminer une plaque d’une largeur 3cm et 11 cm
longueur, on trace au crayon un trait horizontal & une distance de 1 cm du bord inférieur et a

0,5 cm du bord supérieur.

Bensaha et Hacini ,2021

Figure n°21 : Déterminer les dimensions de la plaqgue CCM
» Premiére plague CCM :

On dépose une goutte de I'extrait éther de pétrole sur le trait du bord inférieur. La plaque
est alors introduite dans une cuve contenante 1’éluant : éther/éther de pétrole (1 :4), on évite
le contacte les goutte avec 1’¢luant.

» Deuxiéme plague CCM :

On dépose une goutte de I'extrait dichlorométhane sur le trait du bord inférieur. La plaque
est alors introduite dans une cuve contenante 1’éluant : éther/ éther de pétrole (1 :4), on évite

le contacte les goutte avec 1’¢luant.
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» Troisieme plaque CCM :

On dépose une goutte de l'extrait I’acétate d’éthyle sur le trait du bord inférieur. La plaque est
alors introduite dans une cuve contenante 1’¢luant : éther /méthanol (3 :1 on évite le contacte
les goutte avec 1’¢luant.

» Quatriéme plaque CCM :

On dépose une goutte de I'extrait n-butanol sur le trait du bord inférieur. La plaque est alors
introduite dans une cuve contenante 1’éluant : acétate /méthanol (4 :1), on évite le contacte

les goutte avec 1’¢éluant.

aha et Hacini 42021 | Ben Saha et Hacini. 2021  w"

o

Figure n°22 : Dépot d’échantillon.

Lorsque 1’¢luant atteint le front de la plaque, cette derniére est retirée de la cuve et puis
séchée. La plaque de chromatographie est ensuite lue, sous une lumiére UV, les composés
apparaissent sous forme de taches rondes ou ovales. Pour une phase stationnaire et une phase
mobile données, chaque composé est caractérisé par son un facteur de rétention (Rf) qui est
défini comme étant le rapport entre la distance parcourue par la substance sur la distance

parcourue par le front de I’éluant :

D D : Distance parcourue par la substance.

Rf = E
i Do : la distance parcourue par le front de 1’éluant.
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Figure n°23 : Migration de composant d'extrait.
111.2.4.2.2.1. Spectroscopie infrarouge (IR) :
111.2.4.2.1. Définition de Spectroscopie infrarouge (IR) :

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique d’analyse qui sert principalement a
déterminer la présence de groupements fonctionnels dans les molécules organiques et les
structures dans certaines molécules simples.

Elle est basée sur lI'absorption d'un rayonnement infrarouge par 1’échantillon analyse.
Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer
l'analyse des fonctions chimiques présentes dans 1’échantillon. [104]

Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniere va absorber le rayonnement et une
diminution de l'intensité réfléchie ou transmise est enregistrée. Le domaine infrarouge entre
4000 cm™ et 400 cm™ (2,525 pm) correspond au domaine d'énergie de vibration des
molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va dépendre aussi
de la géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée,
les modes de vibration actifs en infrarouge peuvent étre déterminés grace a la théorie des
groupes. La position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent, a un matériau de composition
chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption
caractéristiques permettant d'identifier le matériau. Chaque pic (chaque absorption) est donc

caractéristique d'un certain type de liaison. [105]
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111.2.4.2.2. Principe de Spectroscopie infrarouge (IR)

Dans les molécules, les liaisons vibrent a une fréquence bien déterminée qui dépend des
atomes de la liaison mais aussi de I'environnement de la liaison. Pour une fréquence donnée,
ces liaisons rentrent en résonance : I'énergie apportée est alors consommeée : les molécules
absorbent et la transmission diminue. Si on représente sur un graphe I'évolution de la
transmission en fonction de la fréquence, ou plus généralement (pour des questions pratiques)
du nombre d'onde (la frequence divisée par la vitesse de la lumiére dans le milieu), on observe

des variations. [106]

> |l existe différents types de vibrations :
- les vibrations d'élongation, généralement intenses.

- les vibrations de déformation, ou l'on distingue les déformations dans le plan. [107]

w

-
Source Systeme
W ¥ dacquisition
Réseau | e | Détecteur des données

Echantillon

Figure n°24 : Principe de la spectroscopie IR

111.2.4.2.3. Protocole expérimental :

Pour les analyses des extraits des graines de Ridolfia segetum on utilise le spectrometre
FTIR-600 (figure n°25). Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des

liaisons chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans 1’échantillon.
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Figure n°25 : spectromeétre FTIR-600 utilisé photo originale.

L'échantillon a analyser est placé sur une pastille de NaCl. Le porte échantillon
contenant la pastille NaCl/produit est placé dans le compartiment de mesure de 1’appareil
IR sur le trajet du faisceau incident (figure n°26). Le spectre infrarouge a été enregistré le
résultat représente sur un graphe I'évolution de la transmission en fonction de la fréquence

ou plus généralement du nombre d'onde on observe des variations.

Figure n°26 : les étapes pour analyse 1’échantillon.

47



Chapitre VT

Résuliars et Discussion



CHAPITRE IV Résultats et discussions

IV.1. Screening phytochimique

Les analyses photochimiques sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire et
d’une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants connus par leur
activités physiologiques et possédent des vertus médicinales.

Le criblage photochimique effectué sur l'extrait de graine Ridolfia segetum a la
présence de certains principes actifs tels que des alcaloides, des tanins, des stéroides, des
saponines, des coumarines et des flavonoides (Tableau n°05). On sait que ces composés
phytochimiques possédent une activité thérapeutique qui justifie ses utilisations en médecine
traditionnelle. La présence de ces métabolites secondaires suggere que la plante pourrait avoir
une importance industrielle et médicinale. Plusieurs rapports indiquent que les composés

possedent une activité antitumorale, antidiabétique et antioxydant remarquable. [108-110].

IV.1.1. Tanins :
On observe I’apparition de solution a une couleur brun verdatre (figure n°27). Donc on

indique de la présence de tanin cachectique dans notre plante.

Figure n°27 : Détection chimique des tanins photo originale.
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1V.1.2. Saponines :

On remarque formation quelque bulle dans la solution donc, on peut conclure la présence des
saponosides dans la plante étudiée (Ridolfia segetum).

Figure n°28 : Détection chimique des Saponines photo originale.

IV.1.3. Coumarines :
On observe I’apparition d’une solution en couleur jaune (figure n°29). Cela signifie qu'il y a

des coumarines dans notre plante étudiée.

Figure n°29 : Détection chimique des coumarines photo originale
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1V.1.4. Stéroides :

On remarque la formation d'un anneau rouge-brunatre dans la solution (figure n°30); Ceci
preuve de la présence des stéroides dans I'extrait de notre plante.

Figure n° 30 : Détection chimique de la stéroide photo originale.

IV.1.5. Triterpénes :

Nous remarquons l'apparition de jaune pale dans une solution au lieu de rouge foncé
(figure n°® 31). Et pour cela notre plante ne contient pas des triterpenes.

Figure n°31 : Détection chimique des triterpénes photo originale.
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IV.1.6. Phlobatannins :
Nous remarquons l'apparition de marron clair dans une solution au lieu de rouge )figure
n°32). Et pour cela indique que notre plante ne contient pas des phlobatannins.

Figure n°32 : Détection chimique des phlobatannins photo originale.

IV.1.7. Alcaloides :
On remarque la formation d'un précipité noir en quantité pas mal dans la solution (Figure

n°33) ; Ceci preuve de la présence d’alcaloides dans la plante Ridolfia segetum.

Figure n°33 : Détection chimique des alcaloides photo originale.
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1V.1.8. Flavonoides :

» La premiére méthode :
On observe I’apparition d’une solution en couleur jaune. Donc on a confirmé la présence

des flavonoides dans notre plante.

Figure n°34 : Détection chimique des flavonoides méthode (1) photo originale

» La deuxieme méthode,
On remarque ’apparition de solution en couleur orangée (figure n°35). Cela indique
également la présence des flavonoides dans la plante Ridolfia segetum.

Figure n°35 : Détection chimique des flavonoides méthode (2) photo originale.
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Les résultats de 1’ensemble de nos expérimentations de screening phytochimique sont
résumes dans le tableau n°5 :

Tableau n°05 : Résultats de Criblage phytochimique de Ridolfia segetum.

Métabolites secondaires

Remarque Résultats
o Apparition d'une couleur brun
catéchiques A ++
verdatre.
Tanins ) N'apparaitre pas d'une couleur
Galliques ) -
bleunoire.
Phlobatannins N'apparaitre pas d'une couleur rouge. -
Composés
T ler Méthode Apparition d'une couleur jaune. ++
phénoliques y
Flavonoid
es , , . )
2éme Méthode Apparition d'une couleur orangée ++
Coumarines o )
Apparition d'une couleur jaune. +++
Composés . . AV
) Alcaloides Apparition d'un précipité noir. ++
azotés
o N'apparaitre pas d'une couleur rouge
Triterpenes fonce -
Stéroides et once
Terpénoides Stéroides Formation d'anneau rouge-brunétre. ++
Saponines Apparition quelque bulle. +

(+++) Tache intense ; (++) : tache moyennement intense ; (+) : tache faiblement intense (-) :
aucune tache.

Selon les résultats du screening phytochimique effectué dans I’extrait de Ridolfia segetum
(tableau n °5), Ces tests ont montré la richesse de cette plante en coumarines, tanins,
flavonoides avec la présence des alcaloides et des stéroides et traces des saponines. Mais

une absence des tétraonidés des phlobatannins.
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1VV.2. Rendement des extractions :

Les résultats de rendement des extraits de la matiere végétale obtenus par maceration
avec différents solvants sont indiqués dans (figure n°36).

%
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Figure n°36 : Histogramme des rendements des extraits obtenus par macération notre plante.

Nous constatons que l'extrait n-butanol donne le rendement le plus élevé il est de
(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%).
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IVV.3. Analyse des principes actifs de I'espéece Ridolfia segetum :
IV.3.1. Analyse chromatographique et spectroscopique :

IV.3.1.1. Chromatographie sur couche mince :

Les résultats des plaques de CCM prise apres la révélation a la lumiére UV pour des

extraits de plante Ridolfia segetum sont reportés dans le tableau n° 06 :

Tableau 06 : Résultats des plaques de CCM prise apres la révélation a la lumiere UV pour les

extraits du Ridolfia segetum

. N Photographie des résultats
Les extraits de plante Ridolfia segetum Observation par UV 254 nm

L’extrait éther de pétrole

L’extrait dichlorométhane

De I'extrait d’acétate d’éthyle

De l'extrait n-butanol
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Nous avons calculé les valeurs des Rf des différentes taches. Les résultats obtenus sont

consignés dans le tableau n°07 :

Tableau n°07 : Les résultats de la mesure du Rf des extraits de plante Ridolfia segetum

Extraits N° de Taches Rf

1 0.78

Ether de pétrole
2 0.93
1 0.63

Dichlorométhane
2 0.77
Acétate d’éthyle 1 0.91
n-butanol 1 0.86

L’étude analytique chromatographie sur couche mince est une analyse qualitative qui
nous permet d'identifier un compose en fonction de son rapport frontal (Rf) dans un solvant
d'élution donné et il est confirmé la présence des produits chimiques trés important dans les

extraits préparés de la plante sélectionnée.

A travers les résultats obtenus, nous avons trouvé deux taches dans I’extrait éther de
pétrole et d’extrait dichlorométhane qui signifie contient deux produits. En ce qui concerne
l'extrait ’acétate d’éthyle et I’extrait n-butanol, nous avons trouvé des taches adjacentes, ce

qui signifie que ces extraits contiennent plusieurs des produits.

Afin de connaitre la nature du produit, les témoins sont choisis placés a cété de
I'échantillon ont été bien choisis, les taches ayant parcourent la méme distance ont de

grandes chances d’étre de méme nature que les constituants de I'échantillon.
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IV.3.1.2. Analyse spectroscopique infrarouge (IR) :

Les spectres IR ont été réalisés sur un appareil FTIR-600. Les nombres d’ondes sont

exprimés en cm-* pour analyser les bandes d’absorption on utilise le tableau de ’annexe (2).

Nous commengons par 1’analyse de spectre IR de I'extrait éther de pétrole qui reproduit
sur la figure n°37.
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Figure n°37 : Spectre IR de I’extrait éther de pétrole

Les résultats de la spectroscopie infrarouge pour I'extraction de I'éther de pétrole ont montré la
présence des bandes d’absorption des principales fonctions, I’interprétation possible du

spectre peut étre faite comme suit :

e Une bande petite fine & 1454 cm™ qui correspondant & la vibration d’¢élongation du groupe
C=C aromatique. Et composé aliphatique

e Dans le domaine 1050-1450 cm™, on observe des pics vers 1410 a 1190 cm-!
correspondant aux vibrations d’élongation liaisons C-O éther

e On observe un pic & 1043 cm™ caractéristique au mouvement d’élongation C-C d’un

alcane.
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»  La figure n°38 montre le spectre infrarouge obtenu apres ’analyse de

I’extrait dichlorométhane.
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Figure n°38 : Spectre IR de I’extrait dichlorométhane

L’examen du spectre révele quatre bandes d’absorption :

e Deux bandes d’absorption petites a 2924 et 2843 qui semblent correspondent a la liaison

Cit-H (carbone tétragonal) et hydrogene.
e Un pic situé & 1712 cm-* correspondant au groupement C=0 pour aldéhyde.

e Une bande petite & 1454 cm™ correspondant & la vibration d’élongation du groupe C=C

aromatique.
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» Le spectre IR d’acétate d’éthyle est montré dans la figure n°39.

— ACETATE ATF &4SF

200

160 |
160 1

140 |

Trarsm fance J % T
= —
= )
= =

M s

==
=
PR

=r]
=
P

a0
a0
I e (e B e [ e B e [ e B B e I
4500 4200 4900 2600 3300 2000 2700 2400 2100 1300 1500 1200 a0 B0
T avernrmbers ! (en-1)
Tnstrument model=TJ QF-520 reschition=4 scan times=12

20061111 %17 ACETATE. ATF ASF

Figure n°39 : Spectre IR de I’extrait acétate d’éthyle.
Le spectre IR apparaissent les bandes caractéristiques suivantes :

e Une bande large & 3352 cm-' que correspondant & la liaison O-Hj;e attribuée au groupement
OH d’un alcool entre 3200-3400 cm-".

e Une bande petite & 2918 cm-* qui correspondent & une liaison Ci-H (carbone tétragonal) et
hydrogene.

e Deux bandes vers 1695 et 1489 cm™ correspondant & la vibration d’élongation du groupe
C=0 aceétone.

e Un pic situé a 1367 cm-* correspondant au groupement C-O ester.

Dans le domaine 1000-1250 cm™, on observe deux pics vers 1227 a 1020 cm-' d’une

caractéristique au mouvement d’élongation C-C d’un alcane.
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» Le derniere spectre IR analysée est d’extrait n-butanol qui reproduit sur la figure
n°40
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Figure n°40 : Spectre IR de I’extrait n-butanol.

Pour le spectre IR de I’extrait n-butanol reproduit sur la figure n°40, I’interprétation

possible du spectre peut étre faite comme suit :

e Une bande intense et large correspondant aux vibrations d’allongement centré sur 3300
cm-* cette bande que correspondant & la liaison O-Hyi¢ dans un alcool entre (3200-3400)
cm ™.

e Deux bandes longueurs et fines qui correspondent a une liaison Ci-H (carbone tétragonal)
et hydrogéne vers 2954 & 2860 cm-".

e Dans le domaine 1050-1450 cm™, on observe des pics vers 1367 a 1109 cm-!
correspondant aux vibrations d’élongation liaisons C-O ester.

» Remarque:
Afin d'obtenir des résultats plus précis, les analyses infrarouges ne sont pas suffisantes, pour
donnes les formules chimiques exacte de la composition chimique. Par conséquent, nous
proposons des travaux représentés dans ce qui suit sur 1’analyse Chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS).
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Conclusion Géneérale

Malgré le développement de [I’industrie des médicaments d’origine chimique, la
phytothérapie traditionnelle constitue actuellement une source de reméde par excellence.
Nombreuses recherches phytopharmaceutiques ont montré qu’elles contiennent des

substances bioactives possedant des propriétes et des vertus thérapeutiques.

Dans le présent travail, notre intérét s’est port¢ sur une étude des métabolites
secondaires du plante Ridolfia segetum, appelée communément (Karwiya el amya). Elle est
spontanée, qui pousse en région méditerranéenne largement répandue en Afrique du nord,

particulierement en sud Algeérie trouve dans la région d'Boukais wilaya de Bechar.

Nous avons commencé par un criblage photochimique qualitatif basé sur des réactions de
coloration et de précipitation. Cet examen a permis de mettre en évidence des différentes
familles chimiques. Les flavonoides, les coumarines, les tanins, et d'alcaloides sont présents
dans de les graines de la Ridolfia segetum et peu de saponines. Alors qu’elle est dépourvue

des phlobatannins et de triterpenes.

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. La
détermination du rendement d’extraction nous permet de conclure que les meilleurs
extracteurs sont n-butanol 38.29%, puis suivi I’extrait dichlorométhane (8.72%), et pour
I'extrait éther de pétrole et acétate d'éthyle sont des rendements trés faibles, respectivement
2.98% et 1.85%), Qui indiquent que les extraits de notre plante richesse en métabolites

hydrosolubles polaires et de polarité moyenne.

L’Analyse par la chromatographie sur couche mince nous a permis de séparer et
caractériser des produits chimiques importants dans des extraits notre plante. L’étude
spectroscopique par IR ont montré qu'il existe une grande nombreux des groupements
fonctionnels. Les résultats sont I’indiquent d’une convergence sur le spectre ’extrait n-
butanol et acétate d’éthyle car il y a de la convergence dans la polarité et aussi ils sont

confirmé la présence des composes apolaires (aromatiques) dans I'extrait éther de pétrole.
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Enfin, grace aux résultats encourageants obtenus a partir des extraits de plante Ridolfia
segetum, elle peut étre évaluée et qualifiée comme I’une des plantes médicinales les plus
utilisées en traitement, et pour élargir les horizons de cette recherche, nous espérons
approfondir et en savoir plus. Dans I'étude quantitative et qualitative en séparant les différents
composants et en les identifiant en effectuant la chromatographie de séparation a l'aide de
différents appareils CPG /MS et Résonance magnétique nucléaire RMN, pour donner

importante sur le composé bioactif et intérét économique.
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Annexe n°1 : les extraits obtenus par macération notre plant

Remarque :
(1) L’extrait d’éther de pétrole
(2) L’extrait de dichlorométhane
(3) L’extrait d’acétate d’éthyle
(4) L’extrait de n-butanol
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Annexe n°2 : Bandes d’absorption IR de quelques types de liaisons chimiques

Liaison Nombre d’onde cm-* Intensité @

O — Hiipre @ 3580-3650 F. fine

O —Hie® 3200-3400 F, large
N-H 3100-3500 M
Cui-HY 3000-3100 M
Crri— H aromat"” 3030-3080 M
Ceeti—H® 2800-3000 =
Ctri — H aldéhyde 2750-2900 M

O — H acie carb 2500-3200 F, large
C = Oester 1700-1740 F
C = Oatdeh. cetone 1650-1730 =
C = Oucide 1680-1710 F
c=C 1625-1685 M
C =C aomat 1450-1600 M
Cw=H 1415-1470 F
Cw=0 1050-1450 =
Cw=Cuw 1000-1250 F

(1) I’intensité traduit I’importance de I’absorption : F ; forte M : moyenne.

(2) O — Hiipre : sans liaison hydrogene ; O — Hji¢ avec liaison hydrogeéne.

(3) Cyi  correspond a un carbone trigonal (engagé dans une double liaison).

(4) aromat  désigne un composé avec un cycle aromatique comme le benzene ou ses dériveés.

(5) Cw correspond a un carbone tétragonal (engagé dans quatre liaisons simples.
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