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Introdiuction Generale



Introduction Générale

Introduction Geneérale

Les végétaux ont toujours €té employés par I’homme pour se soigner. Dans le monde,
pres de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par manque d’acces aux

médicaments prescrits mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité.
1]

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 tres diversifiées. [2]

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnue et répertorié, et donc mises a profit, dans le cadre

des médecines traditionnelles et également dans la médecine allopathique moderne. [3,4]

La flore algérienne qui fait partie de la flore africaine, estimée a plus 3000 especes
appartenant a plusieurs familles botaniques, est caractérisée par sa diversité florale:
méditerranéenne, saharienne. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre
non négligeable (15 %) d’espéces endémiques. [5,6] C’est ce qui nous a encouragés a
entreprendre ce 1’étude phytochimique du Ridolfia segetum afin de rechercher des molécules

potentiellement actives.

Notre ¢étude a pour objet de mettre en évidence, en premier lieu, 1’extraction,
I’isolement et 1’identification de leurs métabolites secondaires de la graine de la Ridolfia
segetum, pour ensuite les analyser par les méthodes chromatographiques. Dans un deuxiéme

lieu, I’activité biologique de I’extrait méthanolique de la graine de la Ridolfia segetum.
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Notre travail, comporte quatre (4) chapitres :

¢ Le premier chapitre est consacré synthése bibliographique des métabolites secondaires.
**Le deuxiéme chapitre est parlé de la présentation botanique de la Ridolfia segetum

appartiennent a la famille des Apiacées.
+Le troisieme chapitre concerne la partie expérimentale, qui comporte deux parties, 1'un sur

I'étude phytochimique et I’extraction de quelques principes actifs Ridolfia segetum; le

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.



Premiere Partie

Synthese Bibliographique



Chapitre 7

Metabolites secondarres



CHAPITRE 1 Métabolites secondaires

1.1 Généralité

I.1.1 Les métabolites (ou produits naturels des plantes) :

Les métabolites sont les produits intermédiaires des réactions métaboliques catalysées
par les enzymes variées qui se produisent naturellement dans des cellules. Ce terme est

habituellement employé pour décrire des petites molécules. [7]
Chez les plantes, il existe deux grandes classes des métabolites :
I.1.1.1 Métabolites primaires :

Des métabolites primaires sont synthétisés par la cellule parce qu'elles sont
indispensables pour leur accroissement. Les préposés du service significatifs sont des acides
aminés, des alcools, des vitamines (B2 et B12), des polyols, des acides organiques, ainsi que
des nucléotides (par exemple inosine-5'-monophosphate et guanosine-5'-monophosphate).

[8,9]
1.1.1.2 Meétabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des composés produits par un organisme qui ne sont
pas exigés pour des procédés métaboliques primaires, bien qu'elles puissent avoir
fonctionnements écologiques et autres importants. Elles comprennent des médicaments, des
parfums, la saveur, la teinture, des pigments, des pesticides et des additifs alimentaires avec

des applications en agriculture, industrie et pharmaceutiques. [8,9]
[.1.2 Interrelation entre métabolisme secondaire et métabolisme primaire :

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires

(glucides, lipides et protéines) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal. [10,11]

Ces substances, issues de métabolites primaires (figure n°l), interviennent dans la
structure des plantes mais également, elles exercent une action déterminante sur 1’adaptation

des plantes a leur environnement. [11,12]

Ils participent ainsi, d’une maniere trés efficace, dans la tolérance des végétaux a des
stress variés, par action anti herbivore, inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des

champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiere UV. [13]
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Figure n° 01: Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires

B Metabolites I et IT 5 [ Les voies métaboliques.
I.2. Présentation générales des métabolites secondaire :

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

phénoliques, alcaloides et terpénoides. [14,15]
1.2.1. Définition les métabolites secondaires :

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a co6té des métabolites primaires classiques
(glucides,protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits « secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par 'homme dans des domaines
aussi différents que la pharmacologie ou l'agroalimentaire. Les métabolites secondaires
appartiennent a des groupes chimiques varies (alcaloides, terpénes, composés phénoliques...)

qui sont répartis de maniere diversifiée chez les végétaux. [16]
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Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogeénes, comme

agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la

dissémination des fruits. [17]
1.2.2. Biosynthése des métabolites secondaires :

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

voie de shikimate, la voie de mevalonate et du pyruvate. [18]
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Figure n° 02: Biosynthese des métabolites secondaire. [18]

1.2.3. Classification des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande

diversité de composés qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine.

[19,20]
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1.2.3.1. Les composés phénoliques :

1.2.3.1.1. Définition les composés phénoliques:

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un
monohydroxybenzéne. [21] Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne
végétal on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et
I’arome, ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des
phénols. Ces composés représentent 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 1i¢ sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils

existent également sous forme de polymeéres naturels (tanins). [22]

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides. [23]
Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base

(tableau n°1).

Tableau n°01: Les différentes classes des composés phénoliques. [24]

Squelette carbonée Classes de composés phénoliques
Cs Phénols simples et benzoquinones
Cs-Cy Acides phénoliques
Ce-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques
Ce-Cs Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines,

phénylpropénes, chromons

Ce-Cy Naphthoquinones
Cs-C1-Cs Xanthones
Cs-Cr-Cs Stilbénes et anthraquinones
Ce-C3-Cs Flavonoides et isoflavonoides
(C6-Cy)2 Tannins hydrolysables
(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes
(C6-C5-Co)2 Biflavonoides
(Ce-C3)n Lignines
(Ce)n Catéchols
(C-C3-Cg) n Tannins condensés

10
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1.2.3.1.2. Structure chimique des polyphénols :

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques.
L’¢lément fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique
(aromatique), auquel est directement li¢ au moins un groupe hydroxyle (figure n°3), libre ou
engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [25]. Ils peuvent aller de molécules
simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés, de plus de

30000 dalton, comme les tanins [26].

Noyau aromarique

OH* Groupe OH Acide

Figure n° 03 : Squelette de base des polyphénols.
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). [27] Ils sont présents aussi dans diverses substances
naturelles: dans les fruits rouges, le raisin, etc. [26] 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. [25]
1.2.3.1.4. Classification des polyphénols:

Une classification de ces substances a été proposée 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 [28] :

11
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I.a. Polyphénols monomériques:

a.1. Acides phénoliques :

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique [29] :
a.1.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C4Cy) :

Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a
I’état d’esters ou hétérosides. [29-32] 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. [33] Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la

figure suivante :

R2 Rl
R1=R2=R3= R4 =H : acide benzoique {non phénoligue)
B3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = OH : acide phydro:qbenzc-]’que
R1=R4 =H, R2 =R3= 0OH : acide protocatechigue
R1=R4=H, R2 =0CH3, R3 = 0H : acide vanillique
R4 R1=H, R2 =R3 = R4 = CH : acide galligue

Figure n°® 04: Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques. [29]
a.1.2. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C¢-C3) :

Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent
estérifiés [32] et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-

acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que 1’acide quinique. [29]

R1=R2 =R3 = R4 = H : acide cinnamique {non phénclique)
R1=R3=R4 = H, RZ2 = 0H : acide p-coumarique

R1=R2=0H, R3 = Rd = H : acide caféique

R1 = 0CH:, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide ferulique
R1=R3=0CH:; R? = OH, R4 = H : acide sinapigue

R1=R2 =0H, R3 = H, R4 = acide quiniqus : acide chlorogénigus

Figure n°05 : Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques.[34-35]

12
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L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il 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 I'acide quinique (acide chlorogénique). [33]
L'acide chlorogénique est présent en tres forte concentration dans la pomme (430 mg/kg) [36]

et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg. [33]
a.2. Flavonoides :
a.2.1. Définition les flavonoides :

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. [37] 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 manicre trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés

dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. [38]
a.2.2. Structure des flavonoides :

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué¢ de 15
atomes de carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B. Selon la structure du cycle

intermédiaire (cycle C). [39]

Figure n° 06: Structure de flavonoide. [40]

13
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Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus

importantes sont:

: DJ/Q : :D 0 i
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Figure n°07: Quelques structures de base des flavonoides. [39]
a.2.3. Propriétés pharmacologiques des flavonoides :

v L’activité la plus remarquable c’est qu’ils sont thermodynamiquement capables de réduire
les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, 1“alkoxyle et I’hydroxyle
par transfert d’hydrogeéne ou par la chélation des ions métalliques impliqués dans la
production des especes oxygénées réactives. Autres études aussi ont montré que les
flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des
radicaux libres comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase.

v'Des études ont montré que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine,
I’apigénine et la chrysine ont des effets anti-inflammatoires par I’action inhibitrice des
enzymes responsables du métabolisme de 1’acide arachidonique.

v" Les flavonoides préviennent le diabéte en inhibant ’aldose réductase.

v’ La réduction du risque des maladies cardiovasculaires en entravant 1’athérosclérose.

14
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v On attribue aux flavonoides d’autres propriétés: veinotonique, anti tumorale,analgésique,
antispasmodique, antibactérienne, hépato-protectrice, etc. [41]

Lb. Polyphénols sous forme de polymeéres :
b.1. Tanins :

IIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse et
concise car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont en effet

variées et rassemblées en famille en fonction d’activités communes. [42]

De se fait, toute classification chimique des tanins est forcément arbitraire.
Cependant,on se référe souvent a une distinction entre tanins hydrolysables et tanins

condensés.
b.1.1. Tanins hydrolysables :

Ils 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). Ils sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. [42]

Figure n°08: Exemple des tanins hydrolysables.
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b.1.2. Tanins condensés:

Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-
diols (leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins catéchiques

» et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides. [42]

A4l

(= 1]

Figure n°09: Exemple des tanins condensés. [42]
b.2. Lignines :

C'est I'un des polymeéres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a
40% de la matiere seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est
également le polymeére aromatique naturel le plus abondant. [43] Subissant les contraintes de
la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois cellulaires. [44] Le role
des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barricre mécanique, de gott
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. [45]
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Figure n° 10 : Structures chimiques de lignine. [46]
I.c. Coumarines, Stilbenes (les plus rares)
c.1. Coumarines C¢-C; :
c.1.1. Définition les 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 (Bruneton, 1993). Le squelette de base des coumarines est constitué de deux
cycles accolés avec neuf atomes de carbone. [47] 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 régne 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. [48-50]
c.1.2. Structure des coumarines:

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

(Ce —C3) avec neuf atomes de carbones. [51]
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Figure n° 11 : Structure chimique coumarine.

c.2. Stilbenes C4-C,-Cq ¢

Les stilbénes (figure n°12) 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 1’action d’enzymes oxydase et les peroxydases.

[52]

\_/

Figure n°12 : Structure chimique de stilbéne.

1.2.3.1.5. Intéréts thérapeutiques des polyphénols :

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants

trés puissants. [53-55]

En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps. Ce principe a été utilis€¢ dans la fabrication de plusieurs

médicaments, comme le Daflon produit a base de diosmine.

Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les radicaux
bonmauvais (qui peuvent étre les deux), comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systtme immunitaire avec celle du cerveau et

module la communication entre les cellules de ce dernier. [56]
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En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants :
1.2.3.1.5.1. Activité anticancéreuse:

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et & métaboliser les agents
mutagenes. Des cellules impliquées, comme les hépatocytes, synthétisent des enzymes dites
de phase I (notamment des monooxygénases, telle que les cytochromes P-450) qui peuvent
oxyder les substances mutagenes hydrophobes en produits constituant le substrat des enzymes
de phase II (glucoronyl transférases, sulfotransférases...). Ces derni€res convertissent leurs
substrats en espéces hydrolysables facilement excrétées hors des cellules. Les enzymes de
phase I et II agissent également dans la muqueuse intestinale. Elles sont synthétisées sous
I’action des substances polyphénoliques trouvées dans les 1égumes, et aussi sous 1’action des

isothiocyanates (dérivés des glucosinolates). [S7]
1.2.3.1.5.2. Prévention contre les maladies cardiovasculaires :

Consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques

et vasculaire. [58]

Au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de
faible densité évitant ainsi ’athérosclérose (épaississement des arteéres qui contribue a réduire

le flux sanguins et peut conduire a I’asphyxie des tissus irrigués). [59]

Les polyphénols inhibent aussi 1I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene
de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant 1’arthérosclérose et les

risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde. [60]
1.2.3.1.5.3. Prévention contre les maladies hormono-dépendantes :

L’exemple le plus important est la prévention contre 1’ostéoporose. Ceci en modulant
la réponse aux oestrogénes endogenes. Certains polyphénols et plus particulierement les
isoflavones du soja ont une affinité remarquable pour les récepteurs d’oestrogénes et sont

qualifiés pour cela de phytooestrogénes.

Les fruits et légumes contenant aussi des polyphénols, tels que la quercétine de

I’oignon ou le kaempferol de la chicorée, possédent ¢galement des propriétés pseudo-
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oestérogéniques inhibant la perte osseuse chez la rate ovariectomisée. Mais, de nouvelles

études restent nécessaires pour confirmer ces effets chez ’homme. [61]

Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes en particulier) dans la
prévention de cancers hormono-dépendants ont ét¢ largement documentés ces dernicres
années par des études épidémiologiques identifiant une relation entre la présence de lignanes

dans la ration alimentaire et le taux d’incidence de certains cancers. [62]
1.2.3.1.5.4. Action gastro-protectrice des polyphénols:

Les polyphénols, dont principalement les flavonoides et les acides phénoliques comme
I’acide cafféique, I’acide gallique et I’acide égallique ; sont capables de réduire la surface des
1ésions gastriques produites par I’andométhacine chez les rates. L’acutissimine B et
phillyraeoidine A isol€es et purifiées a partir de de Quercus suber et Quercus coccifera ont
aussi confirmé ’action gastroprotectrice attribu¢e aux polyphénols. De méme, ces derniers
montrent une activité antibactérienne trés importante contre Helicobacter pylori, responsable

de l'ulcére de l'estomac et du duodénum. [63,64]
1.2.3.2. Les terpénoides (appelés aussi terpénes) :
1.2.3.2.1. Définition les terpénes:

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un
intérét chimique considérable, trés diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des
végétaux. 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
(CsHg). IIs sont formés de 1'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées
dérivées du 2-méthyl butadiéne, 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 [65-66] tableau

n°2 :
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Tableau n°02: Classification des triterpenes. [65,66]

Monoterpénes Cio
Sesquiterpenes Cis
Diterpénes Cao
Sesterpenes Cos
Triterpenes et Stéroides Cso
Tetraterpenes Cao
Polyterpénes (Cio)n avec n>8
1.2.3.2.2. Structure chimique des terpénes :

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique, soit a chaine
ouverte: leur formule brute est (CsHx) n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et ne peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule
CsHg. 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.). [67,68]

p

A7

|
H

Figure n°13 : Structure de I’unité isopréne

H,C
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1.2.3.2.3. 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 1'enchainement de

plusieurs unités isopréniques. [69]

L'isopentéyl- diphosphate (IPP) et le diméthylallyldiphosphate (DMAPP), équivalents
biologiques de 1'isopréne, sont les précurseurs communs de tous les isoprénoides et peuvent
s'isomériser grace a une enzyme I'IPP isomérase, [70] chez les plantes supérieures, les
isoprénoides sont synthétisés par deux voies biochimiques indépendantes, voie de mévalonate

et la voie desoxyxylulose-5- phosphate. [71]
1.2.3.2.3.1. 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. [71]
1.2.3.2.3.2. 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, diterpénes et
tétraterpénes et ce a partir des produits issus directement de la photosynthese; la pyruvate et

glycéraldéhyd 3-phosphate. [72]
1.2.3.2.4. Classification les terpénes :

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpenes
ou monoterpenes en Cy, les sesquiterpénes en Cs, les diterpenes en Cy, les triterpénes Cs, et

les tétraterpénes Cao. [73]
1.2.3.2.4.1. Les monoterpenes :

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

[74]

Ils comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de deux
unités isoprene, selon le mode de couplage «téte-queuey. Plus de 900 monoterpeénes connus se

trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les monoterpénes linéaires

22



CHAPITRE 1 Métabolites secondaires

(acycliques), les monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux

cycles (bicycliques) et tricyclique. [75,76]
1.2.3.2.4.2. Sesquiterpénes :

Les sesquiterpeénes sont des molécules a 15 atomes de carbone constituées de trois
unités isopréniques et dérivant du Farnésyl diphosphate (FPP); [77] il s'agit de la classe la
plus diversifiée des terpenes, elle contient plus de 3000 molécules comme par exemple: 3-

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

Les diterpénes sont formés de quatre unités isoprénes (CooHsz), [78] il comprend les
gibbérellines (phytohormones du développement impliquées dans des processus cellulaires

fondamentaux tels que la germination. [79]
1.2.3.2.4.4. Triterpenoides et stéroides :

Les triterpénes sont des composés en Csg issus de la cyclisation de 1'époxysqualéne ou
du scaleéne. [80] Les stéroides sont dérivés de triterpénes tétracycliques et possedent un
squelette cyclopentaperhydro phénanthréne. Beaucoup de stérols se produisent sous forme de

glycosides caractérisés par les saponines stéroidiens. [81]
1.2.3.2.4.5. Tetraterpenes :

Les Tetraterpeénes 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 tétraterpenes les mieux connus sont les caroténoides. Ces derniers représentent

un large groupe de pigments naturels de couleurs jaune, orange et rouge. [74]

1.2.3.3. Les alcaloides :
1.2.3.3.1. Définition les alcaloides :

En général, ces composés possedent au moins un atome d’azote hétérocylique.
Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20 %
des especes de plantes produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique, présentant
généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux
trés actifs, dotés d'une action spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a I'état pur
et leur véritable valeur ne s'affirme qu'entre les mains du médecin car ils entrent dans la

composition de nombreux médicaments comme principe actif. Les plantes les utilisent pour la

23



CHAPITRE 1 Métabolites secondaires

plupart d’entre eux dans leur systéme de défense contre les herbivores et les pathogénes car

ces composés sont toxiques. [82]
1.2.3.3.2. Fonctions et propriétés :

Les alcaloides sont des molécules tres 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. [83] Insolubles ou fort peu
solubles dans I'eau; ils sont solubles dans l'alcool plus a chaud qu'a froid, 1'éther, les acides et

dans I'ammoniaque. [84]
1.2.3.3.3. Classification les alcaloides :

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

peuvent étre divisés en plusieurs groupes :

» des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique.

» des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine,
ergotoxine de l'ergot des céréales. [85]

» des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune.

» des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec,
conine (poison violent) de la cigué.

> des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone.

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

exemple. [85]

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (figure n° 14): Indole (a),
Quinoline (b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la morphine (g) et
solanidine (h) (stéroide). [86]
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Figure n° 14: Les principaux cycles azotés des alcaloides. [85]
Indole (a), Quinoline (b), Isoquinoline (c¢), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la
morphine (g) et solanidine (h) (stéroide).

1.2.3.3.4. Propriétés physicochimiques et pharmacologiques:

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire
jouent un rdle écologique de défense contre des herbivores, chez 1’homme ils trouvent

cependant plusieurs applications pharmaceutiques. [87,88]:
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= Les alcaloides présentenent fréquemment de propriétés pharmacologiques marquées et ont
de nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme nerveux
central, du systéme nerveux autonome et du systéme cardiovasculaire. [89]

* On notera aussi l'existence d'anti-tumoraux, d'anti-parasitaires, de curarisants, les

alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles

nerveux (maladie de Parkinson). [90]

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a
alcaloides, soit sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour I'extraction

des alcaloides qu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux mémes ou servant de

maticre premiére d'hémi-synthese. [89]
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Chapitre 11 Présentation botanique

II.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 especes avec 55 genres
représentés en Algérie .L’identification botanique a été établie a partir d’un échantillon de

plante au niveau de leurs fleurs. [91]
I1.2 La famille des Apiacées :

La famille des Apiacées (anciennement nommeées «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, quelques-unes sont toxiques. La famille des Apiacées est généralement divisée

en deux catégories [92] :

e celle des plantes cultivées pour leur racine.

e celle des plantes cultivées pour leur feuillage.

I1.3 Etude I'espéce Ridolfia segetum :

IT .3.1 Place dans la systématique :

Tableau n°03 : Classification et systématique de Ridolfia segetum. [93]

Sous embranchement Angiospermes
Genre Ridolfia
Groupe / Espéce segetum
Famille Apiaceae
Ordre Apiales
Classification Dicotylédones
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II .3.2 Description botanique de Ridolfia segetum :

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 a 10-40 rayons
gréles, presque égaux (figure n°15), 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 1'Europe, de I'Asie, de I’ Afrique.

[94]

Figure n°15: 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. [95]

-..
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mma et Bouabdelli. 2019 Wil

Figure n° 16 : Graines de Ridolfia segetum photo originale.
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Figure n°.17: Structure des graines de Ridolfia segetum.

IT .3.3 Répartition géographique :
La plante Ridolfia segetum est une plante spontanée qui pousse en région
méditerranéenne dans les champs et les lieux vagues. [96]

I .3.4 Présentation de la région d’étude :

Commune d’Boukais : la plante Ridolfia segetum étudiée provient de la région
d’Boukais (oasis vers les frontiéres marocaines) a 50 km Nord Ouest de la ville d’Bechar

(figure n°18). Elle a été achetée chez un Herboriste a Bechar.

Figure n°18: Localisation de la région d’étude.
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IT .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. [97]
IT .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 1'écoulement du lait. Aussi, elle empéche la

constipation, les gaz, les infections respiratoires.... et les toux. [97]
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CHAPITRE III Matériel et méthodes

111 .1. Matériels :
1I1.1.1. Matériels de laboratoire :

Balance de précision, Agitateur, Papier filtre, Plaque chauffante, Tube a essai,
Eprouvettes, Entonnoir, Rotavapor de type Heidolph, Bécher, Erlenmeyer, spectrometre

FTIR-600, Spectrophotométrie, Appareil chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse.

II1.1.2. Matriel végétal :

Les grains de la plante Ridolfia segetum a été achetée durant le mois octobre 2018 a la
ville de Bechar Nord Ouest Algérie. Le séchage de cette plante a été effectué dans un endroit
sec et a I’abri des rayons solaires presque de 48 heures, puis le broyage, la conservation de la

plante séchée dans une bouteille de verre.

Remma et Bouabdelli. 2019

Figure n°19: Graines séches de Ridolfia segetum photo originale.
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111 .2. Méthodes :

II1.2.1. Préparation de I’extrait primaire:

Peser 20 g du matériel végétal et on mettre dans bécher de 500 ml avec 160 ml

d'éthanol et 40 ml eau distillée, et laisser macérer pendant 24 heures a température ambiante,

puis filtré I'extrait (extrait hydroalcoolique).

Figure n°20 : Préparation d'extrait hydroalcoolique photo originale.

e [’extrait aqueux obtenu apres filtration de la solution a été soumis aux tests suivants :

II1.2.2. Les tests phytochimiques :

Le matériel végétal pulvérisé est épuisé¢ par macération dans des solvants suivante
(éthanol et eau distillée) et soumise a un criblage phytochimique qualitatif pour 1'identification

de divers constituants chimiques en utilisant la méthode décrite par Trease et Evans (1987),

Harbone (1973) et Sofowora (1993). [98-100]
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Les tests phytochimiques basés sur des réactions de coloration et de précipitation pour

détecter la présence ou 1'absence de certains compos¢€s appartenant aux familles chimiques.

I11.2.2.1. Les Tanins :
- La préparation solution de chlorure de fer FeCl; : 5% Signifie 5 g de FeCl; fondre
dans 100 ml d'eau distillée.

- On mettre 2 ml de l'extrait hydroalcoolique 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.

[98]

I11.2.2.2. Les pholobatannins :
- Environ 2 ml de l'extrait hydroalcoolique 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. [98]

I11.2.2.3. Les Triterpénes :
- On mettre 2 ml de l'extrait hydroalcoolique avec 2ml d’acide acétique C4HeO3, puis
ajouter 2 a 3 gouttes d’acide sulfurique concentré H,SO4. Une couleur rouge foncé indique la

présence des triterpénes. [98]

I11.2.2.4. Les Stéroides :
- On mettre 2 ml de 1'extrait hydroalcoolique avec 2ml de chloroforme, puis ajouter 2 ml
d’acide sulfurique concentré H,SO4 On observe un anneau rouge-brunatre, alors qu'en

présence de stérols. [98]
I11.2.2.5. Les saponines :

- Dans un bécher, on ajoute Sml de l'extrait hydroalcoolique puis ajouter 5 ml d’eau H,O et

le mélange a été bouilli. La hauteur de la mousse indique la présence saponosides. [102]

36



CHAPITRE HI1 Matériel et méthodes

I11.2.2.6. Les 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 :

I11.2.2.6.1. 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. [98]

I11.2.2.6.2. 2éme Méthode :

- Dans un bécher, on ajoute 10 ml de I'extrait hydroalcoolique, évaporés 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. Il se produit une
réaction de précipitation pendant quelques minutes. L’apparition d’une coloration orangée ou

rouge indique la présence d’un flavonoide. [98]

I11.2.2.7. Les 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 hydroalcoolique, puis ajouter 3ml de
solution hydroxyde de sodium NaOH (10%).L'apparence de la couleur jaune indique la

présence de la coumarine. [98]

I11.2.2.8. Les Alcaloides :

- Dans un bécher, on ajoute 50 ml de I’extrait hydroalcoolique est évaporé jusqu'a atteindre
5 ml, puis ajouter 8ml de HCI au résidu. Apres refroidissement, on ajoute 2g de Na,Cos.
Filtrer le mélange puis ajouter 2 ml de HCI. Ensuite, 3 ml de filtrat a été traité avec le réactif
de Dragendorff. La précipitation avec ce réactif a été considérée comme une preuve de la

présence d'alcaloides. [98]
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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, I’infusion et la macération sont les
méthodes de séparation les trés utilisées pour I’extraction globale des principes actifs et qui
sont suivies par des série de séparation chromatographique pour atteindre une matiére pure

d’un principe actifs. [101]

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.

I11.2.3.1. Préparation des extraits :

I11.2.3.1.1. Préparation de 1I'extrait brut :

Dans un bécher de 700 ml, on ajoute 100g de la plante de Ridolfia segetum, séchée et
broyée mise en contact avec 300 ml de éther de pétrole et laisser macérer pendant 24 heure a
température ambiante, ensuite la filtration est réalisée sur papier filtre. On garde le filtrat et

utiliser la résidu par autre solvant.

On ajoute la plante utilise 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
45°C .L'extrait aqueux concentré obtenu est dilué avec de l'eau distillée tiede a raison de 60
ml et laisser pendant 24 heures. Apres filtration, extrait aqueux dilué a été conservé a

température ambiante jusqu'a 1’utilisation.
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e

Figure n°21: Montage d’extraction utilisé photo originale.

e Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme suivant (figure n°22):
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Matiere végétale
100g
1. Macération dans un éther de pétrole 300 ml.

Pendant 24 heures.
2. Filtration

A 4

A 4 A 4

Matiere végétale Le filtrat

e  Macération Dans un mélange EtOH/H,O (7/3 ; v/v)
Répétée 3 fois (24h).
2. Filtration.

3. Evaporation de l'extrait aqueux.

A A A 4
L'extrait aqueux La plante est
concentré abandonnée

1. Traitement avec de I'eau distillée tiecde 60 ml (24h)
2. Filtration.

A\ 4

|

L’extrait Précipitate
aqueux dilué

Figure n° 22: Récapitulatifs de I’extraction des parties aériennes de Ridolfia segetum. [102]
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II1.2.3.1.2. Préparation des extraits spécifiques :

Phase aqueuse obtenue précédemment (L'extrait aqueux dilué¢) subit une série
d’extraction liquide-liquide en utilisant des solvants non miscibles a I’eau et de polarité
croissante en commengant par l'é¢ther de pétrole qui extrait les produits non polaires,
dichlorométhane qui extrait les produits peu polaires, puis I’acétate d’éthyle qui extrait les
produits moyennement polaires et en dernier le n-butanol qui entraine les composés polaires
et le reste l'extrait I'eau. 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°23: Montage d’extraction utilisé photo originale.

e Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme suivant (figure n°24):
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L'extrait aqueux
dilu¢

- Extraction par du éther de pétrole 60ml.

- Décantation.
v
\ 4 v
Phase organique Phase aqueuse
- Séchage par Na,SO, anhydre. -Extraction par du CH,Cl, 60ml (x3).
- Filtration. - Décantation.
- Evaporation a t= 35 °C
v A
Extrait éther de
ctrolo v \ 4
t .
Peto Phase organique Phase aqueuse

- Séchage par Na,SO, anhydre. - Extraction par de I’AcOEt 60ml
- Filtration. - Décantation.
- Evaporation a t= 37 °C

Extrait

dichlorométhane v v
Phase organique Phase aqueuse

- Séchage par Na,SO, anhydre. | - Extraction par le

- Filtration. n-butanol 60ml (x3)
v - Evaporation & t= 50 °C - Décantation.
v
Extrait ’acétate ¢ ¢
d’éthyle Phase Phase aqueuse
organique

- Séchage par Na,SO, anhydre | - Extraction par le
- Filtration. n-butanol 18 ml

- Evaporation & t=70 ° C y - Décantation.

v ¢ ¢

Extrait n-butanol Phase organique Phase aqueuse

-Evaporation a
v t=50°C

Extrait I’eau

Figure n° 24: Récapitulatifs de I’extraction des extraits spécifiques de Ridolfia

segetum.[102]
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o Calcul du rendement :
Le rendement désigne le rapport entre la masse de I’extrait aprés évaporation du
solvant et la masse initiale seche de la plante.

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

Rendement (%) = (Mex¢-Myiqa / Mine) X 100

My : 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.
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I11.2.4. Analyse des principes actifs de I'espece Ridolfia segetum :
Dans le but d’analyser ces principes actifs isolés a partir de plant Ridolfia segetum,

nous avons utilisé chromatographie et d'évaluation de I'activité antioxydant.

I11.2.4.1. Analyse chromatographique :
I11.2.4.1.1. Définition la chromatographie :

La chromatographie dérive du mot (khrdma qui signifie couleur en grec) est une
technique de chimie permettant la séparation et 1'identification d'espéces chimiques contenues
dans un mélange. On distingue différents types de chromatographies, selon la phase (liquide
ou gazeuse), le procédé (adsorption, ionique ...) ou le support (papier ou colonne). [103] Le
premier scientifique a utiliser cette technique, le botaniste russe Tswett, en 1906 en séparant

les pigments d'une feuille d'épinard. [104]
I11.2.4.1.2. Les différentes méthodes chromatographiques:

Les différentes méthodes chromatographiques sont les suivantes :

Chromatographie sur couche mince (CCM).

Chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Chromatographie sur colonne.

Chromatographie liquide de haute performance (CLHP, HPLC en anglais).

Ces méthodes permettent d’avoir des données conduisant & 1’identification des
structures moléculaires organiques. [105,106] Dans notre travail, nous avons utilis¢ : CCM et

CPG.
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111 .2.4.1.2.1.Chromatographie sur couche mince :

o Définition la chromatographie sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince est la plus simple des méthodes
chromatographiques. Elle consiste a placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et
de la laisser éluer en la trempant dans un solvant ou un mélange de solvant (appelé éluant),
I’¢luant diffuse le long du support. La tache migre sur la feuille plus ou moins vite selon la

nature des interactions qu'elle subit de la part du support et de 1'éluant. [107]

e 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
l'aide d'un capillaire a environ 1 cm du bord puis placé dans une cuve contenant 1'é¢luant. Le
niveau de I'¢luant devant étre en dessous du produit déposé. La cuve de chromatographie est
ensuite refermée par un couvercle. L'é¢luant migre sur la plaque de silice par capillarité et
entraine les composés du mélange étudié. 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. IIs peuvent également étre révélés en

pulvérisant une solution d'acide sulfurique puis chauffé dans une étuve. [108]

= Couvercle

-

e

‘ _Front du
2 solvant

Figure n°25: principe de la chromatographie sur couche mince photo originale.
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» Protocole expérimental :

Sur une plaque de gel de silice de largeur 2cm et 6.5 cm longueur, on trace au crayon

un trait horizontal a une distance de 1 cm du bord inférieur et a 0,5 cm du bord supérieur.
o Premiere plaque CCM :

On dépose une goutte de l'extrait éther de pétrole sur le trait du bord inférieur. La
plaque est alors introduite dans une cuve contenant I’¢luant : éther/éther de pétrole (1 :4) a

une hauteur de 1 cm.
o Deuxiéme plaque CCM :

On dépose une goutte de I'extrait dichlorométhane sur le trait du bord inférieur. La
plaque est alors introduite dans une cuve contenant 1’¢luant : hexane/ dichlorométhane/acoet

(4 :4 :1) a une hauteur de 1 cm.
o Troisieme plaque CCM :

On dépose une goutte de l'extrait 1’acétate d’éthyle sur le trait du bord inférieur. La
plaque est alors introduite dans une cuve contenant I’éluant : acoet/méthanol de pétrole

(19.5 :0.5) a une hauteur de 1 cm.
o Quatriéeme plaque CCM :

On dépose une goutte de l'extrait n-butanol sur le trait du bord inférieur. La plaque est
alors introduite dans une cuve contenant 1’éluant : dichlorométhane/méthanol (19.5 :0.5) a une

hauteur de 1 cm.
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Lorsque I’¢luant atteint le front de la plaque, cette derniere est retirée de la cuve et
puis séchée. La plaque de chromatographie est ensuite lue, sous une lumieére 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 (h) sur

la distance parcourue par le front de 1’éluant (H) :

R __distance parcourue par la substance

distance parcourue par l'éluant

Figure n°26: Migration de composant d'extrait.
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I1I .2.4.1.2.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse :

e Principe de la chromatographie en phase gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse est, comme toutes les techniques de
chromatographie, une technique qui permet de séparer des molécules d'un mélange
éventuellement trés complexe de nature trés diverses. Elle s'applique principalement aux
composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle est
de plus en plus utilisée dans les principaux domaines de la chimie, mais aussi en parfumerie.
[109] Le mélange a €luer est injecté a 1'aide d'une seringue. Une fois vaporisés par l'injecteur,
les composés sont entrainés dans la colonne par le gaz vecteur (le plus souvent He ou Ny).
Suivant I'affinité avec la phase stationnaire, les composés sont séparés avant d'étre détectés en

sortie de colonne. [110]

e Principe de la spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant de détecter
et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de caractériser leur

structure chimique. [111]

Le principe de la spectrométrie de masse est basé sur 1’ionisation des molécules
introduites dans 1’appareillage par un champ ¢électrique et/ou magnétique. L’ion ainsi obtenu,

appelé ion moléculaire, permet la détermination de la masse molaire du composé. [112]

e Principe de la CG/MS :

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométriec de masse est une
technique d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse,
pour la séparation des composés d'un échantillon, et de la spectrométrie de masse, pour la
détection et I’identification des composé€s en fonction de leur rapport masse sur charge. Cette
technique permet d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances
présentes en tres petites quantités, voire en traces. Les données résultant de cette analyse sont
représentées par un chromatogramme avec pour chaque pic, un spectre de masse du composé

sorti a ce moment-1a. [113]
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» Protocole expérimental :

Les analyses des extraits des graines de Ridolfia segetum par CG/MS a été effectué
dans un laboratoire inhart, kulliyyah du batiment d'ingénierie d’université¢ islamique
internationale de Malaisie, 53100 Kuala Lumpur. Cette analyse a été réalisée sur un appareil

CG de type Agilent technologie 7693 et spectromeétre de masse MS de type Leco.

Figure n°27: CG/MS utilisé.

Nous mettons les symboles suivants a la place noms des extraites :

Y : extrait éther de pétrole; Y,: extrait dichlorométhane; Y3: extrait I’acétate d’éthyle;

Y4: extrait n-butanol; Ys: extrait I’eau.
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I11.2.4.2. Evaluation de I'activité antioxydant :

L’activité antioxydante d’'un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En
effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des
groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que

les radicaux hydroxyles (OHe¢) et superoxydes (O2¢). [114-117]

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe par les
méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-
Trapping Antioxidant Parameter) [118] ; les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric
ion Reducing Antioxidant Parameter) [119] ; ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de
I’acide 2,2’- azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) [120] ,ainsi que la méthode
utilisant le radical libre DPPHe* (diphényl-picrylhydrazyle). [121]

Dans notre travail, la méthode appliquée pour mesurer une activité antioxydant est
celle du piégeage des radicaux libres a 1'aide du DPPH -.

I11.2.4.2.1. Activité antioxydante (test DPPH) :
e Définition :

Le test DPPHe permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systetme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le radical chimique DPPHe (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le DPPHe, initialement violet, se transforme
en DPPH-H, jaune pale. [122-127]
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NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H > 0,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure n° 28: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

e Principe :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe ). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogeéne. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est

mesuré par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al (1998). [128]

» Protocole expérimental :

L’activité antioxydante des extraits de Ridolfia segetum a été déterminée en utilisant
le radical 1,1diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Nous avons commencé par la préparation de
la solution du DPPH a est obtenue en dissolvant 2 mg de la poudre dans 50 ml de méthanol
ont été mélangés et maintenus dans 1’obscurité a température ambiante pendant 2 heures. Les

extraits ont été préparés en dissolvant de méthanol.

Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution précédente de DPPH avec 1ml de
I’extrait a tester a différentes concentrations. Aprés une période d’incubation de 30 minutes a
la température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm. L’antioxydant de référence ou le
contrdle positif (Ascorbic acid) a été aussi préparé selon la méme méthode avec des mémes

concentrations pour la comparaison.
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Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

1% = [(Ag— A)/Ao] x 100

Avec :

1% : pourcentage d'inhibition.
Ay: absorbance du controle.

A : absorbance de 1’échantillon (d’extrait ou référence).
¢ Des concentrations inhibitrices a 50 % (ICs) :

La réactivité est estimée par la concentration effective CEsy et appelée parfois
notée ICsy de I’antioxydant, qui correspond a une réduction de 50% de l’activité (de
I’absorbance) du DPPHe dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydante d'un
composé est d'autant plus ¢élevée que sa ICsy est petite. L’indice ICsy montre les
concentrations de I’antioxydant qui sont nécessaires pour faire décroitre la concentration
initiale du DPPHe avec 50% (exprimée en mol Antioxydant/mol DPPHe ou mg
Antioxydant/g DPPHe). [129]
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CHAPITRE IV Résultats et discussions

IV.1. Les tests phytochimiques :

Le criblage phytochimique effectu¢ sur l'extrait de graine de a révélé Ridolfia
segetum la présence de certains principes actifs tels que des alcaloides, des tanins, des
stéroides, des saponines, des coumarines et des flavonoides (Tableau n°04). On sait que ces
composés phytochimiques posseédent une activité thérapeutique qui justifie ses utilisations en
médecine traditionnelle. La présence de ces métabolites secondaires suggére que la plante
pourrait avoir une importance industrielle et médicinale. Plusieurs rapports indiquent que les
composés possédent une activité antitumorale, antidiabétique et antioxydante remarquable.

[130-132]
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IV.1.1. Composés phénoliques :

IV.1.1.1. Tanins :

On observe la transformation de
solution a une couleur brun verdatre
(figure n°29).Donc on a confirmé la
présence de tanin cachectique dans

notre plante.

Figure n°29: Détection chimique des tanins photo originale.

1V.1.1.2. Phlobatannins :

Nous remarquons l'apparition de
marron dans une solution au lieu de
rouge (figure n°30). .Et pour cela notre
plante ne  contient pas  des

phlobatannins.

Figure n°30: Détection chimique des phlobatannins photo originale.
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1V.1.1.3. Flavonoides :

Dans la premiére méthode, on remarque transformation la solution en couleur jaune et in

deuxiéme méthode, aussi on observe transformation la solution en couleur orangée (figure

n°31). Donc on a confirmé la présence des flavonoides dans notre plante.

J

Remma et Bouabdelli. 2019

Figure n°31: Détection chimique des flavonoides photo originale.
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IV.1.1.4. Coumarines :

On observe transformation la

solution en couleur jaune (figure n°32).
Cela signifie qu'il y a des coumarines

dans notre plante étudiée.

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

IV.1.2. Stéroides et terpénoides :
IV1.2.1. Triterpénes :

Nous remarquons l'apparition de jaune
pale dans une solution au lieu de rouge
fonceé (figure n° 33). .Et pour cela

notre plante ne contient pas des

triterpenes.

Figure n°33: Détection chimique des triterpénes photo originale.
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IV.1.2.2. Stéroides :
Formation d'un anneau rouge-brunatre dans la solution (figure n°34); Ceci preuve de la

présence des stéroides dans 1'extrait de la plante Ridolfia Segetum.

Figure n°® 34 : Détection chimique des stéroides photo originale.

IV.1.2.3. Saponines :

On observe quelque bulle en quantité trés faible la solution (figure n°35).Ceci indique que la

plante étudiée (Ridolfia segetum) contient des saponines.

Figure n°35: Détection chimique des saponines photo originale.
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IV.1.3. Composés azotés :

1V.1.3.1. Alcaloides :

Formation d'un précipité noir en quantité pas mal dans la solution (figure n°36); Ceci preuve

de la présence d'alcaloides dans la plante Ridolfia segetum.

Figure n°36: Détection chimique des alcaloides photo originale.

Nous constatons que :
- Les composés les plus abondants étaient des coumarines.
- Des tanins et des flavonoides ont également été observés en plus grande quantité mais

moins que des coumarines.

- Des alcaloides et des stéroides ont été observés a des quantités modérées et les saponines

en moindre quantité.

- Le test pour les phlobatannins et les triterpénes a donné un résultat négatif.
Les résultats des tests phytochimiques est résumé par le tableau suivant (tableau n°04):

v’ Présence de la substance est représenté par : +.

v L’absence de la substance est représenté par : —.
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Tableau n°04 : Résultats des tests phytochimiques de Ridolfia segetum.

Constituants phytochimiques Remarque Résultats
Tanins catéchiques Apparition d'une couleur brun +
verdatre.
Composés
phénoliques galliques N'apparaitre pas d'une couleur bleu- -
noire.
Phlobatannins N'apparaitre pas d'une couleur -
rouge.
Flavonoides | 1° Méthode Apparition d'une couleur jaune. +
2éme Méthode Apparition d'une couleur orangée. +
Coumarines Apparition d'une couleur jaune. +
Triterpénes N'apparaitre pas d'une couleur rouge -
foncé.
Stéroides et
Terpénoides | Stéroides Formation d'anneau rouge-brunétre. +
Saponines Apparition quelque bulle. +
Composés
azotés
Alcaloides Apparition d'un précipité noir. +
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Résultats et discussions

IV.2. Rendement des extractions :

Les résultats de rendement des extraits de la matiere végétale obtenus par macération

avec différents solvants sont indiqués dans le tableau (05).

Tableau n° 05: Rendements des extraits obtenus par macération de plante Ridolfia segetum.

Extraits Rendement (%)
Aqueux 4.59
n-butanol 3.44
Ether de pétrole 2.29
Dichlorométhane 0.11
Acétate d’éthyle 0.07

Nous constatons que l'extrait aqueux donne le rendement le plus élevé il est de 4.59%

puis suivi de l'extrait n-butanol (3.44%), l'extrait éther de pétrole (2.29%) puis I’extrait
dichlorométhane (0.11%) et enfin I’extrait acétate d’éthyle (0.07%).
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IV.3. Analyse des principes actifs de I'espece Ridolfia segetum :

IV.3.1. Analyse chromatographique :
IV3.1.1. Chromatographie sur couche mince :

Les résultats de la mesure du Rf des extraits de plante Ridolfia segetum sont reportés

dans le tableau (06).

Tableau n°06 : Facteurs de rétention (Rf) des extraits de plante Ridolfia segetum.

Extraits N°de Taches Rf Les plaques CCM
Ether de pétrole 1 0.34
Dichlorométhane 1 0.74
Acétate d’éthyle 1 0.26
2 0.88
n-butanol 1 0.7
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% ’analyse chromatographie sur couche mince est une analyse qualitative qui nous permet
d'identifier un composé en fonction de son rapport frontal (Rf) dans un solvant d'élution
donné.

+Extrait éther de pétrole, extrait dichlorométhane et extrait n-butanol se trouvent contenir
un seul tache, ce qui signifie que ces extraits contiennent un produit. En ce qui concerne
l'extrait I’acétate d’éthyle, nous avons trouvé deux taches qui signifient contient deux
produits

+ Afin de connaitre la nature du produit, les témoins sont choisis placés a coté de
'échantillon ont été bien choisis, les taches ayant parcouru la méme distance ont de
grandes chances d'étre de méme nature que les constituants de 1'échantillon.

IV.3.1.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse .

L’analyse par CG /SM de nos échantillon a été réalisée sur un appareil CG de type

Agilent technologie 7693 et spectrometre de masse MS de type Leco.
Les conditions d’analyse sont les suivantes :

Caractéristiques de la colonne :

Colonne : capillaire.

e Longueur : 25m.

Diamétre : 0,20 mm.

paisseur du film = 0,33 um.

Propagation de la température : 35 °C pendant 5 min puis élévation a raison de 6 °C/min

jusqu' a 280 °C pendant 5 min
Nature du gaz vecteur : Helium H,.
Débit du gaz vecteur : 1 ml/min.
Volume injecté : 0,2 pl.

Logiciel utilisé : Chemstation.

Les tracés chromatographiques et les résultats analytiques des extraits des graines de
Ridolfia segetum; enregistrés dans les conditions citées ci-dessus sont représentés sur les

figures (37-41).
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Tableau n°07 : Résultats d'analyse par CG/MS de produit majoritaire de I’extrait éther

de pétrole.
Peak Name Similarity R.T. (s) Unique
Mass
1 Phosphinous chloride, 501 3494,49 57
(chloromethyl)(1,1-dimethylethyl)-
2 Heptadecane, 2-methyl- 511 582,45 71
3 Nickel tetracarbonyl 535 2839,09 44
SH-Cyclopropa(3,4)benz(1,2-¢)azulen-5- | 563 335,409 71
one, 1,1a-a,1b-a,4,4a,7a-a,7b,8,9,9a-
4 decahydro-7b-a,9-4,9a-a-trihydroxy-3-
hydroxymethyl-1,1,6,8-a-tetramethyl-4a-
methoxy-, 9,9a-didecanoate
5 Nickel tetracarbonyl 578 2823,28 28
6 Methyl 10,12-octadecadiynoate 625 731,22 91
7 Nickel tetracarbonyl 626 2923,42 28
Methanone, (1- 639 1153,49 99
8 hydroxycyclohexyl)phenyl-
3-Pyrrolidinecarboxylic acid, 5-oxo-1-(2- | 653 217,848 93
9 pyridinylmethyl)-
Tricyclo[7.4.0.0(3,8)]tridec-12-en-2-one, | 656 1038,32 26
10 5,6-epoxy-4-methyl-1-(2-propynyl)-
Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro- | 678 730,987 161
11 7-methyl-4-methylene-1-(1-methylethyl)-,
(1a,4a4,8aa)-
12 2-Butene 712 180,598 39
13 Nickel tetracarbonyl 727 2762,93 28
14 Daucol 752 1094,69 93
15 Ethanol, 2-(1-methylethoxy)- 755 185,246 45
16 Benzene, 1,3-bis(1,1-dimethylethyl)- 774 545,731 57
17 Ethanone, 1-(3-butyloxiranyl)- 776 1187,32 43
18 trans-Sesquisabinene hydrate 814 1037,72 105
1,6,10-Dodecatriene, 7,11-dimethyl-3- 814 916,177 93
19 methylene-
20 Decane, 6-ethyl-2-methyl- 828 238,067 43
21 Octane, 2,4,6-trimethyl- 842 465,786 43
1,6,10-Dodecatriene, 7,11-dimethyl-3- 843 842,174 69
22 methylene-
23 Undecane, 2,8-dimethyl- 863 758,875 43
24 1-Undecene, 4-methyl- 889 283,518 43
25 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 900 919,63 192
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Figure n°37: Spectre de masse de produit majoritaire de I’extrait éther de pétrole.
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Tableau n°08: Résultats d'analyse par CG/MS de produit majoritaire de 1’extrait

dichlorométhane.
Peak | Name Similarity R.T. (s) Unique
Mass
1 Copper, [2,8,12,18-tetraethyl-3,7,13,17- 500 212,868 21
tetramethyl-2 1H,23H-porphinato(2-)-
N21,N22,N23,N24]-, (SP-4-1)-
2 1,1:3",1"-Terphenyl, 3,3",5,5"- 560 180,266 33
tetrabromo-5-(3,5-dibromophenyl)-
3 3-Heptanone, 2,4-dimethyl- 730 284,248 71
4 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 745 919,829 41
5 Oxalic acid, allyl pentyl ester 772 466,383 41
6 Heptane, 2,5,5-trimethyl- 781 465,952 57
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Figure n° 38 : Spectre de masse de produit majoritaire de I’extrait dichlorométhane.
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Tableau n°09 : Résultats d'analyse par CG/MS de produit majoritaire de 1’extrait 1’acétate

d’éthyle.
Peak | Name Similarity R.T. (s) Unique
Mass
1 1,1"3",1"-Terphenyl, 3,3",5,5"- 553 2272,16 23
tetrabromo-5-(3,5-dibromophenyl)-
2 Unknown 2 22 1605,81 23
3 Unknown 3 270 180,83 22
4 Unknown 4 299 2314,49 23
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Figure n°39: Spectre de masse de produit majoritaire de 1’extrait I’acétate d’éthyle.
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Tableau n°10: Résultats d'analyse par CG/MS de produit majoritaire de I’extrait n-butanol.

22500 q
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2500 -

Peak # Name Similarity | R.T. (s) Unique
Mass

1 Lycopene 564 180,232 125

2 Hydrazinecarboxamide 634 181,66 32

3 Hydrazinecarboxamide 635 182,855 29

4 9,12-Octadecadienoic acid, 646 1639,87 67
methyl ester, (E,E)-

5 Carbohydrazide 685 200,85 31

6 13-Docosenoic acid, methyl 691 1646,84 55
ester

7 Phenol, 2,4-bis(1,1- 772 919,364 57
dimethylethyl)-
(+)-Salsolidine 799 1255,71 192
2-Chloroethanol 827 183,42 31

10 Hexadecanoic acid, 15- 878 1451,69 41

methyl-, methyl ester
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Figure n° 40 : Spectre de masse de produit majoritaire de 1’extrait n-butanol.
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Tableau n°11: Résultats d'analyse par CG/MS de produit majoritaire de I’extrait 1’eau.

Peak # Name Similarity R.T. (s) Unique
Mass

1 1,3-Dioxolane, 2-(1,1- 619 1985,78 73
dimethylethyl)-

2 Acetonitrile, hydroxy- 652 180,498 29
Molybdenum, bis[(1,2,3,4,5-1i)- 653 180,299 39
1,3-bis(1,1-dimethylethyl)-2,4-

3 cyclopentadien-1-yl]di-a-
carbonyldicarbonyldi-, (mo-mo)

Tri-ruthenium dodecacarbonyl 676 182,523 31

4

5 Phenol, 2,4-bis(1,1- 693 919,63 57
dimethylethyl)-
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Figure n°41: Spectre de masse de produit majoritaire de 1’extrait 1’eau.
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- L’identification des composants a été réalisée par CG/MS :

On note sur le chromatogramme de 1’extrait éther de pétrole plusieurs pics. La CG/MS de
I’extrait éther de pétrole révele la présence des plusieurs des composants nous mentionnons
certains d'entre eux : Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- du pic a 919,63s. On note a 283,518
s et de 758,875 s selon les données du spectrométre de masse respectivement a 1-Undecene,

4-methyl- et Undecane, 2,8-dimethyl- (figure n°37).

Le chromatogramme de 1’extrait dichlorométhane enregistre la présence dés pics qui
differe de ceux de I’extrait éther de pétrole. On note a 465,952 et de 466,383 s selon les
données du spectromeétre de masse respectivement a Heptane, 2,5,5-trimethyl- et a Oxalic
acid, allyl pentyl ester. La présence du pic a 919,829 s correspond d’apres les données a

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-(figure n°38).

Le chromatogramme de I’extrait I’acétate d’éthyle révele plusieurs pics. La présence du
pic a 2272,16 s correspond d’apres les données a 1,1":3',1"-Terphenyl, 3,3",5,5"-tetrabromo-
5-(3,5-dibromophenyl)- (figure n°39). Par absence d’échantillons dans la banque de données,

les autres pics n’ont pu étre identifiés.

Le chromatogramme de I’extrait n-butanol et I’extrait 1’eau révele peu de pics par rapport

aux les autres.

Le chromatogramme de 1’extrait n-butanol la présence du pic a 1451,69 s correspond
d’apres les données a Hexadecanoic acid, 15-methyl-, methyl ester. On note a183,42 s, la

détection de2-Chloroethanol (figure n°40).

Le chromatogramme de I’extrait 1'eau la présence du pic a 919,63 s correspond d’apres
les données a Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-.On note a 182,523 et de 180,299 s selon
les données du spectrometre de masse respectivement a Tri-ruthenium dodecacarbonyl et a
Molybdenum,bis[(1,2,3,4,5-1)-1,3-bis(1,1-dimethylethyl)-2,4-cyclopentadien-1-yl]di-e-
carbonyldicarbonyldi-, (mo-mo) (figure n°41).
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IV.3.2. Activité antioxydante (test DPPH):

Dans notre travail nous avons étudié 1’activité antioxydant des différents extraits de

Ridolfia segetum.
Extrait éther de pétrole
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Figure n°42 : Courbe de pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH d’extrait éther de

pétrole.
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Figure n°43 : Courbe de pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH d’extrait

dichlorométhane.
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Extrait I'acétate d'éthyle
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Figure n°44 : Courbe de pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH d’extrait I’acétate

déthyle.

Extrait n-butanol

80
X 70 y = 0,3359x + 33,418
860 * R2=0,309
= TS &
2 50 X 3
=
= 40 —@ *y
0]
féo 30 Linéaire (y)
=
% 20 ——Linéaire (y)
£ 10

0 ‘ T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120

concentration pg/ml

Figure n°45 : Courbe de pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH d’extrait n-

butanol.
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A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus
en fonction des concentrations utilisées ainsi la valeur d’ICsy chaque extrait, plus la valeur
d’ICsy est faible, plus I'efficacité de l'extrait est grande. Cette valeur est comparée a celle
trouvée pour le composé de référence (on utilise I’acide ascorbique comme référence). Nous
n'avons pas pu terminer le travail sur l'acide ascorbique et 1'avons extrait des valeurs de
laboratoire standard (unités traditionnellement utilisées).On trouve l'intervalle de I'acide

ascorbique est [6-20 pg/ml]. [133]

Les valeurs des concentrations efficaces et de I’activité antiradicalaires sont rapportées

dans le tableau suivant :

Tableau n°12: Valeurs des ICs, (en pg/ml) des extraits de Ridolfia segetum et de ’acide

ascorbique.
Extrait éther Extrait Extrait Extrait n- Acide
Les Extraits | de pétrole | dichlorométhane | Dacétate butanol ascorbique
d’éthyle
Valeurs ICs 61.569 35.928 32.190 49.365 6-20
ug/ml

- L’examen de tableau et des figures laisse constater que l'extrait 1’acétate d’éthyle et
I’extrait dichlorométhane a ont des activités antioxydant voisin. Ceci se traduit par la
valeur de leurs ICsg respectives (32.190 et 35.928 ng/ml) et de leur activité anti radicalaire.

- L'extrait n-butanol est 2 fois plus faible que 1'acide ascorbique (Vc).

- L’extrait éther de pétrole a une trés faible activité antioxydante par rapport a l'acide

ascorbique antioxydant.

L'acide ascorbique est utilis¢é comme conservateur dans l'industrie alimentaire. Il
semble que la vitamine C (I’acide ascorbique) est ’antioxydant le plus efficace par rapport
les extraits étudiés. Parmi les quatre extraits, I’extrait de ’acétate d’éthyle est le plus actif
dont ICsy égale a 32.190 pg/ml, suivi par les extraits de dichlorométhane et n-butanol avec
des valeurs respectivement ( 35.928 pg/ml et 49.365u g/ml ), et finalement 1’extrait de 1’éther
de pétrole qui semble étre la moins performante avec un ICsy de 61.569 pg/ml. En général,

nos extraits ont une activité antioxydant.
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Conclusion Generale

Le travail que nous avons mené sur I’étude phytochimique et I'activités antioxydante
de principes actifs des graines de Ridolfia segetum provenant du sud Algérien (wilaya

d’Bechar commune d’Boukais) nous a permis de dégager les points essentiels suivants :

Les principes actifs ou métabolites secondaires des végétaux constituent une source
inépuisable de molécules dotées de propriétés médicamenteuses trés recherchées dans le

domaine pharmaceutique.

Les résultats des tests phytochimiques préliminaires de coloration et de précipitation
laissent penser a I’existence prépondérante de coumarines, de flavonoides,de tanins ...,et
d'alcaloides . Il apparait également de ces tests que de les graines de la Ridolfia segetum tres

peu de saponines, et phlobatannins et les triterpenes ils sont absents dans notre plante

On utilise la méthode macération pour extrait les principes actifs de la plante ils sont
ensuite séparés en fonction de différents solvants de polarité croissante. L’extraction de ces
principes actifs a permis d'obtenir des rendements qui sont différentes en fonction des
solvants utilisés (4.59% pour l'extrait aqueux, 3.44% pour l'extrait n-butanol, 2.29% pour
l'extrait éther de pétrole, et pour l'extrait dichlorométhane et acétate d'éthyle sont tres faibles

rendements respectivement 0.11% et 0.07%).

Les principes actifs des graines de la Ridolfia Segetum ont été séparés et caractérisés

par chromatographie (CCM, CG/MS).

Les résultats des analyses qualitatives et quantitatives obtenues en CG / MS aident a identifier
47 composés, nous mentionnons certains d'entre eux sont: Phenol, 2,4-bis(1,1-
dimethylethyl)- ; 1-Undecene, 4-methyl- et Undecane, 2,8-dimethyl-; Heptane, 2,5,5-
trimethyl- et a Oxalic acid, allyl pentyl ester ; Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- et1,1":3',1"-
Terphenyl, 3,3",5,5"-tetrabromo-5-(3,5-dibromophenyl)-.

75



Conclusion Générale

L’activité antioxydante des extraits de Ridolfia Segetum été évaluée par méthode de
piégeage de radical libre DPPH. D’aprés les résultats de [’évaluation de IDactivité
antioxydante (ICs5y=32.190, IC5,=35.928, I1C5y=49.365, ICs50=61.569) (ng/ml) ont montré que

les extraits méthanoliques possedent une activité antioxydante.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de Ridolfia Segetum comme plante médicinale traditionnelle trés largement
utilisée dans les pays du bassin méditerranéen, nous proposons l'exploitation des plantes

médicinales et encourageons leur utilisation domestique ou médicale.
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Reésume
Ridolfia segetum, est une plante aromatique, médicinale, appartenant a la famille des
apiacées, appelée communément (Karwiya el amya). Elle est spontanée, qui pousse en région

méditerranéenne largement répandue en Afrique du nord, particulierement en sud Algérie

trouve dans la région d'Boukais wilaya de Bechar.

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

médicamenteuses tres recherchées dans le domaine pharmaceutique.

Le screening chimique a mis en évidence la présence de tanins, flavonoides,
coumarines, stéroides, saponines et d'alcaloides, dans la plante étudié. les principes actifs
contenus dans les graines de Ridolfia Segetum , ont été extraits par méthode de macération et
séparés en fonction de différents solvants de polarité croissante .Les méthodes
chromatographique disponibles que nous avons utilisées nous ont permis de caractériser les

différents principes actifs isolés.

L’analyse chromatographique par CG/MS indique que les principes actifs consistent
en 47 composés identifiés. Aussi bien 1’activité antioxydante, montrent que nos extraits ont
une faible activité antioxydante en comparaison avec celle de l'acide ascorbique qui est un

antioxydant puissant.

Mots clés : Les principes actifs ou métabolites secondaires, Ridolfia segetum, Macération,

Chromatographie, Activité antioxydante, Région d'Boukais.



Abstract

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

Boukais wilaya of Bechar.

Our work 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 chemical screening showed 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 available chromatographic methods that we used

allowed us to characterize the various isolated active ingredients.

Chromatographic analysis by GC / MS indicates that the active ingredients consist of
47 identified compounds. As well as the antioxidant activity, show that our extracts have a
low antioxidant activity in comparison with that of ascorbic acid which is a powerful

antioxidant.

Key words: Active ingredients or secondary metabolites, Ridolfia segetum, Maceration,
Chromatography, Antioxidant activity, Boukais region.





