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Résumé

Notre travail porte sur la Rhaponticum acaule (L) DC qui est une plante médicinale appartenant
a la famille des Astéracées. Elle est tres utilisée en phytothérapie dans diverses pathologies.
L’intérét de notre étude est de contribuer a 1’analyse phytochimque, a son activité antioxydante
et a I’isolation du produit majoritaire de cette espece.

L’analyse phytochimique de I’extrait a 1’hexane a révélé la présence d’alcaloides et des
terpénoides, deux métabolites secondaires trés intéressant qui sont dotés de propriétés
pharmacologiques.

Les résultats ont montré un effet antioxydant modéré par les deux méthodes DPPH et celle de
la réduction du fer par rapport a 1’acide ascorbique qui a été utilisé comme référence.

D’autre part, nous avons pu isoler le produit majoritaire de cette espeéce par une
chromatographie sur colonne, avec un rendement de 8%.

Mots clés: Rhaponticum acaule, tests phytochimiques, activité antioxydante, chromatographie
sur colonne.

Abstract

Our work focuses on Rhaponticum acaule (L) DC which is a medicinal plant belonging to the
Asteraceae family. It is widely used in herbal medicine in various pathologies. The interest of
our study is to contribute to the phytochemical analysis, to its antioxidant activity and to the
isolation of the major product of this species.

Phytochemical analysis of the hexane extract revealed the presence of alkaloids and terpenoids,
two very interesting secondary metabolites which have pharmacological properties.

The results showed a moderate antioxidant effect by both DPPH methods and that of iron
reduction compared to ascorbic acid which was used as a reference.

On the other hand, we were able to isolate the majority product of this species by column
chromatography, with a yield of 8%.

Key words: Rhaponticum acaule, phytochemical tests, antioxidant activity, column
chromatography.
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Introduction générale

La médecine traditionnelle est toujours l'un des remedes efficaces que nos ancétres
pratiquaient auparavant. Cette pratique s'appelle la phytothérapie, c’est le domaine de la
médecine qui utilise les plantes pour traiter les maladies grace a leurs propriétés thérapeutiques
et nutritives. En effet, environ 95% de la population des pays en voie de développements a
recours a ces plantes pour les soins primaires non seulement par manque d’acces aux
médicaments prescrits mais aussi a cause de leur efficacité. Une estimation d'au moins 25% de
tous les médicaments modernes sont dérives soit directement ou indirectement des plantes
médicinales grace a I’utilisation et a l'application de nouvelles technologies basée sur les
connaissances traditionnelles [1]. De plus l'utilisation des médicaments allopathiques est
exagérée, ce qui entraine des effets secondaires et des réactions indésirables des médicaments.
Pour éviter de telles réactions, 1'utilisation de la phytothérapie est indiquée [2].

Ces dernicres années, plusieurs molécules importantes issues du régne végétal sont
commercialisées comme médicaments: le taxol issu de I'if (Taxus baccata L) pour ses
propriétés anticancéreuses, I’artémisinine isolée d’une armoise (Artemisia annua L.,) pour ses
propriétés antimalariques, la galanthamine extraite de la perce-neige (Galanthus nivalis L.,)
pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. On trouve aussi d’autres médicaments
commercialisés sous forme d’extraits standardisés comme le millepertuis (Hypericum
perforatum L.,) pour soigner la dépression ou Ginkgo biloba L. pour mieux se concentrer [3].

La recherche de nouvelles molécules actives implique donc la mise en place d’une
stratégie et des moyens pour faire non seulement le criblage des extraits végétaux d’une part et
d’autre part des tests biologiques reproductibles tels que les effets antioxydants, antimicrobiens,
antifongiques. Cette approche sera illustrée par la recherche de nouvelles substances actives
extraites des plantes algériennes vue que I’Algérie est I’'un des pays les plus riche en plantes
médicinales en raison de sa flore diversifi¢e. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre présent
travail.

La plante médicinale qui a fait ’objet de notre travail est la Rhaponticum acaule aussi
connue sous le nom de Leuzea acaulis L. ou Centaurea chamaerhaponticum Ball [4]. Elle
appartient a la famille des astéracées qui comprend environ 25 especes dans le monde,
principalement réparti en Asie orientale et centrale, dans les montagnes sibériennes, en
Mongolie, en Australie orientale et en Afrique du Nord [5]. Beaucoup d’études dans la
littérature ont montré que plusieurs espéces de ce genre sont utilisées dans la médecine
traditionnelle [2]. Elle posséde une activité tres recherchée dans les plantes médicinales, qui est

I’activité antioxydante. L’évaluation de cette activité demeure trés intéressante, elle peut faire
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donc l'intérét de nombreuses études. Car actuellement elle est considérée comme un défi
scientifique important, et ses tests ont été largement développés pour déterminer la valeur et
l'efficacité de nouveaux composés. Par ailleurs, d’apres nos recherches bibliographiques sur les
travaux effectués sur cette plante nous avons constaté que la chimie de cette espéce reste
insuffisamment étudiée.

Ce présent travail s’inscrit dans le cadre général des travaux qui consiste a valoriser les
ressources naturelles d’origine végétale, il se subdivise en trois parties principales:
La premiére est une synthese bibliographique qui met en ceuvre une revue de la littérature sur
la plante qui a fait 1’objet de notre étude. Et qui comporte dans un premier temps une
description botanique de la plante et ses propriétés thérapeutiques. Suivi d’une présentation
de 'activité antioxydante et les différents travaux antérieurs qui ont été réalisé sur la R. acaule.
Dans la seconde partie, nous détaillons le matériel et les méthodes employées.
Et la troisiéme partie présente une synthése des principaux résultats obtenus sur:
- La préparation de I’extrait a I’hexane de la R. acaule ainsi qu’une caractérisation chimique
qualitative de I’espece par des tests phytochimiques.
- L’évaluation de I’activité antioxydante par les deux méthodes DPPH et la méthode de FRAP.
- L’isolement de la molécule majoritaire présente dans I’extrait a 1’hexane par une

chromatographie sur colonne.
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

1. Plantes médicinales

a. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes qui possédent des parties ayant des propriétés
médicamenteuses [6]. On les trouve dans différents secteurs sous formes de principes actifs,
d’extraits, des huiles essentielles, des solutions aqueuses ou organiques ou méme telles qu’elles
sont. Elles contiennent au niveau de ses organes des principes actifs utilisables a des fins
thérapeutiques. C’est des plantes qui sont utilisées pour prévenir, soigner et soulager divers
maux.

Les plantes qui sont employées par le monde a des fins médicinales sont d’environ 35000
especes, ce qui constitue un large éventail de biodiversité qui est utilisé par les étres humains.
Elles continuent de répondre a des besoins trés important malgré 1’influence croissante du
systéme sanitaire moderne [7].

Depuis presque 150 ans, ces plantes ont fourni a la pharmacie des médicaments de trés grande
efficacit¢. Aujourd’hui, d’innombrable travaux sont menés dans le domaine de
I’ethnopharmacologie. Leurs buts est de montrer que les plantes utilisées et qui ont été testées
peuvent étre d’une part, des plantes efficaces dans les modéles pharmacologiques et d’autre part

elle peuvent étre quasiment dépourvues de toxicité [8].

b. Les avantages des plantes médicinales

Les plantes médicinales qui sont souvent utilisés ne provoquent que trés peu ou aucun effet
indésirable : c’est 'un de leurs principaux avantages. De plus, I’interaction de plusieurs
constituants commence a €tre mieux comprise et accepter scientifiquement [9], mais par
opposition a certaines croyances populaires, beaucoup de plantes peuvent avoir des effets
immédiats sur I’organisme [10].

Par contre, les médicaments chimiques ont une action plus directe puisqu’ils sont formulés pour
étre immédiatement absorbés par le corps humain. Il est donc plus facile de connaitre leur

composition exacte et leurs conditions de conservation [11].

c¢. Les inconvénients des plantes médicinales

Certaines plantes médicinales ne sont pas dangereuses, mais il existe certaines espéces comme
la belladone ou le colchique qui sont toxiques et elles sont utilisées que sous des formes bien
controlées et exclusivement commercialisées en pharmacie. Si ces plantes sont cueillies et
employés d’une maniére inconsidérée, cela peut aboutir a des intoxications graves et mortelles

[12].
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d. Intérét de I’étude des plantes médicinales

La plupart des plantes contiennent des substances qui agissent sur le corps humain et animal.
Elles sont utilisées en médecine classique et en phytothérapie. Elles présentent des avantages
que les médicaments n’ont pas [13].

La raison principale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus biotiques
qui est tres répandus dans le monde vivant, alors que pour les médicaments de synthése sont
des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés [14].

Les plantes médicinales sont trés importantes pour la recherche pharmaceutique et la synthese
de nouveaux médicaments utilis¢é comme agents thérapeutiques ou comme matiere premicre

pour un modele pour les composés actifs [15].

2. La phvtothérapie

a. Définition
La phytothérapie est une discipline allopathique visant a traiter et a prévenir certains troubles
fonctionnels ou certains états a partir des plantes [16].
Le mot phytothérapie provient du grecs « phyton » qui signifie « plante » et « therapein » qui
signifie « soigner ». C’est une méthode alternative de traitement par des médicaments d’origine
chimique. En général le médicament est obtenu en extrayant ces parties de la plante : racines,
feuilles, écorce, fruits... contenant les principes actifs.
Aujourd’hui les médicaments chimiques ne proviennent que de la nature et bien souvent des
plantes, dans le domaine des maladies internes, dermatologie et cosmétologie, et aussi en
balnéothérapie [17].

b. Différents types de la phytothérapie

11 existe plusieurs types de phytothérapie [18]:

» Aromathérapie : c’est une thérapie a base d’essences de plantes, d’huiles essentielles ou

de substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles
sont des produits complexes qui sont souvent utilisé a travers la peau.

» Gemmothérapie : elle est fondée sur 1'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux comme les bourgeons et les radicelles.
» Herboristerie: ¢’est une méthode de phytothérapie classique et ancienne. L'herboristerie
se sert de la plante fraiche ou séchée, elle utilise la plante entiére ou une partie de celle-

ci. La préparation est basée sur des méthodes simples, généralement a base d'eau :
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c.

décoction, infusion, macération. Ces préparations se présentent sous forme de gélule de
poudre de plante séche que le sujet avale.

Homéopathie : elle utilise principalement les plantes d'une fagon prépondérante, mais
non exclusive, les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste sont d'origine
minérale et animale.

Phytothérapie pharmaceutique: elle a recours aux produits d'origines végétales obtenus

par extraction, qui sont dilués dans de 1'éthanol ou dans un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour produire un effet soutenu et rapide. Ils se présent

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules...

Avantages de la phytothérapie

Bien que la médecine moderne ait fait de grands progres, la phytothérapie peut fournir
de multiples avantages. N'oublions pas que, sauf pour les cent derniéres années, les
hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, que ¢a soit pour des maladies
bénignes tels que le rhume ou la toux, ou plus sérieuses telles que la tuberculose et le
paludisme.

La phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels est bien acceptée par le corps
humain, et généralement liée aux traitements classiques. Aujourd’hui, elle connait un
renouveau extraordinaire en occident, en particulier dans le traitement des maladies
chroniques tels que l'asthme ou l'arthrite [19].

Les huiles essentielles occupent une place importante dans notre vie quotidienne, les
hommes les utilises autant pour se parfumer, pour la nourriture ou méme pour se
soigner. Beaucoup de travaux ont était fait dans ce sens, du fait de la grande importance
des huiles essentielles dans divers secteurs économiques, tels que I’industrie de la
parfumerie et de la cosmétique, 1’industrie alimentaire et I’industrie pharmaceutique
[20].

L’association d’un traitement phytothérapique renforce I’efficacit¢é du remede
chimique, et peut diminuer ses effets secondaires. Il est possible d’adapter les posologies
du remede chimique une fois qu’il est associ¢ au traitement a base de plante. En plus, la
phytothérapie peut étre une alternative aux molécules de synthése lorsque celles-ci ne
sont plus tolérées ou acceptées par le malade. On peut citer comme exemple le cas des
antidépresseurs, des anti-inflammatoires, ou encore des anxiolytiques [21], selon une
¢tude des résultats ont montrés que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux effets

indésirables des médicaments chimiques [15].
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d. Inconvénients de la phytothérapie

La phytothérapie est une thérapie qui peut étre toxique, c’est pour ¢a qu’elle exige un certain

nombre de précautions :

% Avoir une bonne connaissance des plantes car certaines d’entre elles peuvent étre
toxiques ou peuvent manifester des réactions allergiques a certains sujets.

« 1l faut étre trés attentif aux doses, en particulier pour les enfants, les femmes enceintes
et les personnes agées.

% Certaines plantes ne peuvent pas é&tre utilisées en méme temps avec d'autres
médicaments, et peuvent présenté une certaine toxicité si le dosage est augmenté ou si

le temps de traitement est prolongé [22].

3. Métabolites secondaires

La vie sur terre est liée rigoureusement a la fabrication des plantes. Ces plantes peuvent produire
des substances naturelles trés variées. Ces substances sont appelés métabolites secondaires
représentant une source de molécules trés importante qui est utilisable par ’homme, et elle est
en particulier illustrés dans le domaine thérapeutique [23].

Ces composés se trouve dans différentes parties de la plante (racines, tiges, feuilles...). Peu
importe les parties et les formes sous lesquelles ces substances sont métabolisés, ils sont
infiniment complexes du point de vue structure et composition chimique.

Ces métabolites existent dans diverses parties de la plante, mais ils sont répartis selon leurs
roles et cette répartition change d’une plante a une autre [24]. Cependant, des milliers de
constituants sont produis par ces métabolites, dont seulement quelques-uns d’entre eux sont
responsables de 1’effet thérapeutique [25].

Ces substances sont fabriquées en faible quantité, et ils sont répartis selon leur appartenance
chimique [26,27]. Ces classes sont : les composés phénoliques, les alcaloides et terpenes.
Chacune d’elle renferme une grande variétés de composés qui possedent une gamme tres large
d’activités en biologie humaine [27,28].

a. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont considérés comme des composés quasi-universels des végétaux. Ils se
répartissent structurellement en plusieurs catégories, en commengant par des composés qui
présente un simple noyau phénolique (tel que ’acide gallique) a des composés complexes
polymériques comme les tanins. Ces composés constituent les principes actifs de plusieurs

plantes médicinales [29].
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Les principales classes des composés phénoliques sont : les acides phénoliques, les flavonoides,
les tannins.

> Les acides phénoliques

Les composés phénoliques sont un grand groupe de substances organiques cycliques, ils sont
caractérisés par d’un ou de plusieurs cycles benzéniques qui portent un ou plusieurs groupement
hydroxyles qui est libres ou qui participe dans une autre fonction : ester, éther, hétéroside[30].
Effectivement, les composés phénoliques, constituent la catégorie la plus nombreuse et la plus
répandues dans le régne végétal, qui compte plus de 8000 structures phénoliques connus [31].
Ils sont représentés en deux sous classes qui sont [32] :

% L’acide hydroxy-cinnamique.

% Les dérives de I’acide hydroxy-benzoique.
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Figure 1: Acide hydroxycinnamique Figure 2: Acide hydroxybenzoique

> Les flavonoides

Les flavonoides, du latin flavus qui veut dire jaune, sont des substances fréquemment colorées
et trés répondues dans le régne végétale [33]. Toutefois, il comporte des composés de couleurs
différentes et méme incolores [34], ils appartiennent a une classe de faible poids moléculaire
[35].
Prés de 4000 flavonoides ont été identifiés, ils sont situés dans différentes organes (racines,
bois, fleurs, feuilles, tiges et fruits) [36]. La fonction primordiale de ces substances est la
coloration des plantes [37].
Les flavonoides possédent un squelette de base qui comporte quinze atomes de carbones,
constitués de deux noyaux aromatiques et un hétérocycle central de type pyranne. Ils forment
une structure du type C6-C3-C6 [38].
Plusieurs classes de flavonoides existent, on peut les divisés en six classes principales :

¢ Les flavones.

¢ Les flavonols.

s Les flavan-3-ols.
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% Les isoflavones.
«» Les flavanones.

% Les anthocyanidines.
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Figure 3: Structures chimiques des principaux flavonoides|[39]

» Les tannins
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure divers et de haut poids moléculaire
[40]. Leurs propriétés principales est la combinaison aux protéines [41], cette combinaison est
effectuée par I’intermédiaire de liaison hydrogeéne entre le groupement NH: des protéines et les
groupements OH des tanins [33].
Les tanins sont divisés structuralement en deux groupes :

¢ Les tanins condensés.

% Les tanins hydrolysables.

T “OH
CH CH
Figure 4: Structure chimique de tanins Figure 5: Structure chimique des tannins hydrolysables

Condensés
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b. Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules qui sont caractérisé€es par la présence un atome d’azote, elles
sont d’origine naturelle et elles sont caractérisées par leur forte activité biologique. Elles ont un
caractére basique car 1’atome d’azote est un accepteur de proton. Malgré que quelques
composés azotés soient non cycliques, la plupart d’entre eux sont hétérocycliques tel que la
mescaline et la colchicine soient qui sont parfois classés dans les alcaloides. Pres de 10000
alcaloides existent sur terre [42].

Nous pouvons les trouver dans différentes parties de la plante, mais chez quelques espéces, ils
s’accumulent uniquement dans les racines, les écorces, les fruits ou dans les feuilles [43].
Trois grandes catégories d’alcaloides existent, et ils sont classés selon la position de 1’azote :les
alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides, et les proto-alcaloides.

» Les alcaloides vrais: ils sont dérivés d'acides aminés et possedent un atome d'azote

contenu dans les hétérocycles. Ils existent dans les plantes sous formes libres ou sous
forme de sel. Ce groupe représente le plus grand nombres d’alcaloides [44].

» Pseudo-alcaloides: ils représentent généralement la majorité des caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ils ne dérivent pas des acides aminés.

» Proto-alcaloides: ce sont des amines simples qui ne contiennent pas d'azote dans le

systéme hétérocyclique, ils ont une réaction basique et sont produits par les acides
aminés in vivo [45].

c. Les terpénoides

Les terpénoides forment une famille de composés qui sont trés répandues dans le monde
végétal. Leur particularité structurale principal est la présence d’une unité isoprénique dans

leurs squelettes a 5 atomes de carbones (CsHg) [46].

Figure 6: Structure chimique de la molécule d'isoprene.
Selon le nombre d’unités isopréniques qui constituent les terpénoides, nous pouvons distinguer
les monoterpénes (Cio), les sesquiterpenes en (Cis), les diterpenes (Cao), les triterpeénes (Cso),

les tétraterpénes (Cao) et les polyterpénes qui comportent plus de 500 carbones.
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4. Description botanique de la plante étudiée: la Rhaponticum acaule

a. Introduction

Rhaponticum acaule (L) DC, également connu sous le nom de Leuzea acaulis L. ou Centaurea
chamaerhaponticum Ball [4],]47], appartient a la famille des Astéracées qui est une famille
importante de plantes a fleurs et qui est considérées comme la plus grande familles
d'angiospermes. Elle fait partie des plantes aromatique.

C'est une espéce endémique, communément appelée Tafgha. Elle grandit dans des zones
géographiques en Afrique du Nord [5].

b. Classification

Tableau 1: Classification de la Rhaponticum acaule

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Rhaponticum
Espéce Rhaponticum acaule

c¢. Description botanique

La R. acaule est une herbe parfumée et vivace qui est disposée en rosette sur le sol. C’est une
plante herbacée monocéphalique et n'a pas de tige, ce qui lui donne une caractéristique qui lui

permet d’étre distingué des autres especes [5].

Elle possede de grandes feuilles pennatiséqués de 10 a 15 cm. Le capitule est gros et solitaire
de 5-6 cm de diametre et il est disposé au centre de la rosette avec des réceptacles charnus et

velus [2].

10
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Figure 7: La Rhaponticum acaule

d. Floraison et répartition géographique

Cette plante est l'une des plus remarquables plantes aromatiques de floraison printaniére
précoce de Mars a Mai. Elle pousse a 1'état sauvage en rosette sur les pentes des collines, des
champs et des paturages sablonneux. C'est une espece endémique d'Afrique du Nord répartis
dans le nord et le centre de la Tunisie [4], et aussi dans le nord-ouest région de la Libye [5]

I’ouest de I’ Algérie et le Maroc.

Les répartitions géographiques, les exigences environnementales et les cycles de vie sont tres
diversifiés chez les Rhaponticum et les genres apparentés. Ils sont naturellement répartis dans
le monde entier Afrique du Nord (y compris les iles Canaries), I’Eurasie, Sibérie et Extréme-
Orient, Caucase, I’ Asie orientale et 1’ Australie. Elles poussent dans les déserts ou montagnes,
et elles sont soit largement distribués, soit étroitement endémiques. Ils peuvent étre pérennes
ou annuelles, et leur habitude est arbustive ou hémicryptophyte de 10 cm a> 1 m de hauteur

[48].

e. Les genres Rhaponticum en médecine traditionnelle

Les rapports de la littérature suggerent 1'utilisation répandue des espeéces de Rhaponticum en

médecine traditionnelle. Nous pouvons cités quelques-uns [5] :

% R. uniflorium, connu en Chine comme Qizhouloulu est utilisée pour la désintoxication,

polyarthrite rhumatoide, fievre, lactation et anti-athérosclérose [5], [49] .

11
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% R. carthamoides est connu sous le nom de racine de Maral en Sibérie et Mongolie. Elle
a traditionnellement ét¢ utilisé pour améliorer les performances physiques et sexuelles,
et améliorer également I'humeur et la concentration. Elle est aussi utilisée comme
tonique et anabolisant [3].

« Une enquéte menée par des herboristes a révélé que les racines de R. acaule ont été

écrasées mélangées avec du miel et sont utilisés comme apéritif, cholagogue, dépuratif,

digestif, estomacique et tonique [49,50].

5. Activité antioxydante

a. Les antioxydants

L'antioxydant (AOX) est une molécule qui a la capacité de ralentir ou d'empécher 1'oxydation
d'autres substances chimiques en contact avec elle [51]. Il est utilisé pour réduire le stress
oxydatif dans notre corps.

Les différents types et sources d’antioxydants sont : enzymatiques et non enzymatiques.

b. Les radicaux libres

Les réactions des radicaux libres peuvent étre observées partout chez les €tres vivants, elles
sont plus ou moins directement liées a la reproduction, a la transformation des genes et a la

protection de 1’organisme contre les maladies.

Ce sont des substances chimiques (molécules ou atomes) qui portent des électrons non
appariés. En raison de la capacité des électrons a se réapparier, cette propriété rend ces
substances hautement réactives, ce qui déstabilisent les autres molécules [52].

1Is existent deux sources de radicaux libres :

» Les radicaux libres de source exogéne [53]

K/

«» Rayonnement lumineux ionisant: les rayons X et o ionisants peuvent générer des
radicaux libres oxygénés (RLO) en divisant les molécules d'eau. Quand il s’agit des
rayons UV, ils forment des RLO en activant des molécules photo sensibilisantes.

« Le stress: est causé par un facteur personnel ou émotionnel, d’un traumatisme
physique...

¢ Les substances chimiques :tels que les insecticides, herbicides...

% L’alcool, le tabac: 1’oxydation s’effectue au niveau du cytochrome P450. La fumée des
cigarettes contenant du cuivre et du fer stimule la production des radicaux OHe.

« Les médicaments: les médicaments qui contiennent du fer administrés quantité grande

conduisent a la formation de OHe toxique pour I’organisme.

12
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+» Les particules inhalées :la silice, 1’amiante... sont susceptibles d'accroitre la
phagocytose.

> Les radicaux libres de sources endogénes

Différents mécanismes physiologiques produisent les radicaux libres comme : la réaction
inflammatoire, la défense antibactérienne, la régulation des fonctions cellulaires Iétales telle
que la mort cellulaire... etc. La plupart de ces radicaux sont formés au cours de métabolisme
de I’oxygene (réduction de 1'oxygene moléculaire en eau) dans les mitochondries.

Une molécule d’oxygene nous produit deux molécules en présence de quatre électrons comme
nous le montre la réaction suivante [53,54] :

O,+4e+4H" =2 2H0

c. Le stress oxvdatif

» Définition
Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les capacités de défense antioxydant du corps et la
production des especes radicalaires. Les espéces réactives produisent de I’oxygene qui est utile
mais qui peut €tre fatal pour I’organisme lorsqu’il y’aura une absence et une production

excessive du mécanisme de défense [55].

> Stress oxydatif et maladies associés

Le stress oxydatif fait une partie intégrante dans plusieurs maladies; parmi ces maladies nous
pouvons citer le diabéte, la carcinogenese, les maladies cardiovasculaires, les maladies auto-
immunes (sclérose en plaque), les maladies du systéme nerveux, les maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les problémes de vision
(cataracte),’immunodépression (SIDA), les maladies respiratoires, les troubles rénaux, les

maladies inflammatoires...[53].

6. Travaux antérieurs

a. Rendement

% Des travaux ont été effectués sur cette plante sur différentes parties. Les résultats été
différents pour chaque partie et sur différentes parties. Nous rapportons dans le tableau
suivant la composition de diverses parties de cette plante sur différents extraits. Ce
travail a été¢ effectué¢ par Bendimered-Mouttas qui a travaillé sur les composés bioactifs

et I’étude de I’activité antioxydante de la Rhaponticum acaule [49].

13
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Tableau 2: La teneur en composés phénoliques de la Rhaponticum acaule

R. acaule (L) Rdt (%)
Capitule Extrait méthanolique 20.18 +2.13
Ethyle 6.96 + 1.68

Extrait de butanol 7.14 £0.26

Extrait de tanin 3.00 £0.09
Feuille Extrait méthanolique 23.96 +£2.04
Ethyle 6.04 +0.40

Extrait de butanol 8.32+0.34

Extrait de tanin 3.59+0.16
Racine Extrait méthanolique 15.49 £ 1.44
Ethyle 1.16 £ 0.01

Extrait de butanol 1.51+£0.33

Extrait de tanin 1.18 £0.30

% Un autre travail réalisé par Benyelles. B a montré que le rendement de 1'huile essentielle

R/
A X4

b.

des racines de la Rhaponticum acaule a ét¢ de0,025%, ce travail porte sur une étude
comparative utilisant HS-SPME/GC/GC-MS et techniques d'hydrodistillation sur
I’huile essentielle des racines de la R. acaule [48].

Dans le méme contexte, le rendement total de I’huile essentielle de la fraction volatiles
de la plante obtenues a partir du capitule et de lapartie aérienne était de 0,16% et 0,024
% respectivement sur une étude menée par Boussaada. O sur la composition chimique
et 1’activit¢ antimicrobienne de composants volatils des capitules et des parties
aériennes de Rhaponticum acaule |2].

Le rendement total de la fraction volatile obtenue a partir d’une partie de R. acaule était
de 0,018%, dans une autre étude effectuée par Mosbah. H qui consiste a I’étude de la
composition chimique de I’huile essentielle de la Rhaponticum acaule, son effet
antioxydant et ces propriétés d'inhibition enzymatique [5].

La composition chimique

Les racines de I’huile essentielle de la R. acaule ont été analysée par la CPG/SM, qui a révélé

que cette huile contenait 42 composés volatils et semi-volatils et ils ont été répartis par classes

chimiques distincts : quatorze alcools, six cétones, sept aldéhydes, trois composés terpéniques,

quatre alcénes, cinq alcynes, un furane, un alcane et un éther [48].

Tandis que I’analyse par CPG et CPG/SM pour la fraction volatile qui contenait le capitule et

la partie aérienne a révélé la présence de 65 composants différents, dont 57 d’entre eux ont été

identifi¢. Les résultats ont révélé que cette huile a été caractérisée par la prédominance des
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diterpénoides avec un pourcentage de 23,7% dans 1’huile du capitule et de la partie aérienne,
les composés aromatiques présent a 22,5% dans le capitule et 23,6% dans la partie aérienne et

les sesquiterpénes oxygénés été présent a 22,5 % et 21,3 % respectivement [2].

c¢. L’activité antioxydante

Les résultats obtenus par la littérature sur I’activité antioxydante ont été réalisé sur les extraits
organiques en utilisant deux méthodes conventionnelles qui sont la méthode du DPPH et la

méthode de FRAP. Les résultats ont été¢ regroupé dans le tableau suivant :

Tableau 3: Activité antioxydante des extraits organiques de R. acaule [49]

R. acaule (L.) DC ICso DPPH ICso FRAP
(mg/mL) (mg/mL)
Capitule Extrait méthanolique 0.76 £ 0.01 1.84+£0.19
Ethyle 0.37+0.01 1.36 £ 0.08
Extrait de butanol 0.57+0.01 1.51+0.02
Extrait de tanin 0.35+0.00 1.15+0.05
Feuille Extrait méthanolique 0.80 £0.03 2.61 £0.03
Ethyle 0.67 £0.00 1.79 £ 0.01
Extrait de butanol 0.58 £0.02 1.88 = 0.06
Extrait de tanin 0.38+£0.01 1.32+0.03
Racine Extrait méthanolique 0.31 +£0.05 1.06 £ 0.02
Ethyle 0.36 £ 0.02 1.19 £ 0.01
Extrait de butanol 0.42+0.04 1.76 £ 0.01
Extrait de tanin 3.95+0.01 2.39+0.02
Acide ascorbique / 0.18 £0.09 0.79+£0.05

La capacité la plus ¢levée a piéger le DPPH a ¢été observée dans 1'extrait phénolique des racines
avec une valeur de 0,31 mg/mL, suivi de I’extrait de tannin du capitule avec une valeur de 0,35
mg/mL.

La présence de composés phénoliques dans la partie aérienne de la R. acaule est la raison pour
laquelle cette plante posséde une activité antioxydante car les composés phénoliques peuvent
piéger le radical et le stabiliser.

Pour la méthode de FRAP, la valeur la plus basse de la ICso a été signalée dans 1'extrait
méthanolique des feuilles. Tandis que la valeur la plus élevée a été signalée par les racines avec

une valeur de 1,06 mg/mL. Tous les extraits présentaient un certain degré de capacité a donner

15



Chapitre 1 Synthése bibliographique

des ¢lectrons, mais les capacités étaient inférieures a celle de I'acide ascorbique avec une valeur

de 0,79 mg/ mL.
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1. Extraction par macération

a. Principe
La macération est un processus d'immersion d'un solide dans un solvant a température
ambiante, pour un certain temps et dans le but d’extraire les constituants solubles.
La quantité de solvant requise est environ de dix a vingt fois la masse de I'échantillon traité
[56].

b. Mode opératoire

La macération consiste a tremper 300g des racines de la Rhaponticum acaule dans I’hexane
a température ambiante pendant trois semaines. Une filtration est ensuite effectuée dans un

erlen munie d’un entonnoir avec du papier filtre. Le solvant est récupéré avec un évaporateur

rotatif pour récupérer 1’extrait.

Figure 8 : Les différentes étapes de macération

¢. Détermination du rendement

Le rendement est calculé par la formule suivante [57] :
R (%) = (Mext / Meécn) *100

Avec :
R : C’est le rendement en %.
Mexi: C’est la masse de 1’extrait apreés évaporation du solvant en gramme.

Mecn: C’est la masse seéche de la plante en gramme.
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2. Tests phytochimiques

Afin de prouver s'il existe certains composés appartenant a la famille chimique des métabolites
secondaires, nous avons utilisé des tests phytochimiques spécifiques a chaque famille de
composés basés sur les réactions de précipitation ou de coloration avec 1’utilisation de méthodes

décrites dans la littérature [58].

a. Les terpénes

Dans un tube a essai, introduire 1ml d’extrait, 2 mL de chloroforme et 3 mL d’acide sulfurique.
La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase signifie que les terpénes sont

présents dans 1’extrait.

b. Les alcaloides

Le test des alcaloides est réalisé par deux réactifs qui sont : le réactif de Mayer et le réactif de
Wagner donnant des réactions de précipitations.
Dans deux tubes a essais différents, prendre 0.5 mL de 1’extrait et les introduire dans les deux
tubes précédents.
Le premier tube est traité par le réactif de Wagner et le deuxiéme par le réactif de Mayer.
La formation d’un précipité brun ou blanc respectivement révele la présence d’alcaloides.

c. Les tannins
Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 0.5 mL de chlorure ferrique (FeCls).
L’apparition d’une couleur verdatre ou bleu-noiratre indique la présence des tannins.

d. Les flavonoides

Introduire dans un tube a essai Iml de I’extrait, ajouter 1ml de HCI (1%) et 3 copeaux de

magnésium. La formation d’une couleur rouge ou jaune indique la présence des flavonoides.

e. Les quinoléines

Dans un tube a essai, introduire 1 mL d’extrait et ajouter quelques gouttes de NaOH.

L’apparition d’un couleur jaune rouge ou violette indique la présence de quinol€ines.

f. Les saponines

Dans un tube a essai, introduire 5 mL d’extrait a tester, agité pendant quelques secondes ensuite

laissé au repos pendant 15min. si une mousse apparait, cela indique la présence des saponines.
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Figure 9: Tests phytochimiques

3. Evaluation de I’activité antioxydante par test au DPPH

MIOLET [LINLE

Figure 10 : Forme réduite du radical DPPH

a. Principe

Le pouvoir antiradicalaire de I’extrait végétal est évalué par la capacité de piégeage du radical
libre DPPH. C’est une méthode qui consiste a mesurer la capacité d’un antioxydant a réduire
le radical chimique DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) a I’aide de spectrophotométrie UV-
visible, avec la mesure de la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence
de I’extrait [59].

L’¢lectron du groupe 2,2-diphényl-1-pyridohydrazine (DPPH) présent dans un atome du pont
d’azote n’est pas apparié. En présence de piégeur de radical libre, le DPPH initialement violet

se réduit en DPPH-H de couleur jaune pale [60].
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b. Mode opératoire [61]

» Préparation de la solution de DPPH : La solution du DPPH a été préparée dans I’acétate

d’¢thyle a une concentration de 0,03 mg/mL. La solution a été ensuite incuber au

réfrigérateur pendant 30min.

» Préparation de I’extrait: Dilution de 300mg d’extrait dans 2 mL d’acétate d’éthyle pour
la préparation de la solution meére, ensuite on prend ImL de cette solution et on lui ajoute
1 mL d’acétate d’¢thyle. On refait la méme opération avec les cinq autres tubes restants.
On ajoute 1 mL de DPPH dans chaque tube et on les met sous incubation pendant 30min.

> Mesures spectrométriques: La lecture de I’absorbance est faite a4 517nm contre un blanc

qui ne contient que 1’acétate d’éthyle. L’acide ascorbique représente le controle positif
d’une solution d’un antioxydant standard dont la mesure de 1’absorbance a ¢été faite

dans les mémes conditions que celles des échantillons.

Figure 11 : Mode opératoire pour la préparation de la solution du DPPH, de I’extrait ainsi que

la mesure avec le spectrophotomeétre
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c¢. Expression des résultats

> Calcul des pourcentages d’inhibition

La formule du pourcentage d’inhibition du DPPH est la suivante [62] :
I (%) = [(Ab-Ae) / Ap] x100

Avec:

I (%) : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH ;

Ay : Absorbance du contréle ;

Ac: Absorbance de 1’échantillon.

> Calcul des concentrations efficaces ICso

Concentration inhibitrice de 50 % ou ICsg est utilisée pour le calcul de la concentration de
I’échantillon qui est nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Cette concentration est
calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés et le pourcentages

d’inhibition en fonction des différentes concentrations des échantillons utilisées [63].

4. Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant

power)
a. Principe

La capacité réductrice d’un extrait est liée a son pouvoir anti radicalaire. C’est une technique

qui permet de mesurer la capacité d’un extrait a réduire le fer ferrique (Fe*") présent dans le
complexe [K3Fe(CN)s] en fer ferreux (Fe") [64]. L'absorbance du milieu réactionnel est
déterminée a 700 nm. L’augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur de I’extrait teste.

b. Mode opératoire [65]

On prend 250 mg de I’extrait et nous le diluons dans I’é¢thanol, on obtient alors la solution mere.
On prend ensuite 0.5 mL de cette solution et on ajoute 0.5mL d’éthanol. On refait cette
opération avec les tubes restant.

I mL de ’extrait est mélangé avec 1.25 mL d’une solution tampon (0,2 M ; pH : 6,6) et 1.25
mL d’une solution de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)s] a 1 %. Les tubes sont ensuite
incubés dans une étuve a 50 °C pendant 20 minutes. Apreés refroidissement des tubes a
température ambiante, 1.25 mL TCA (acide trichloracétique) a 10 % est ajouté pour
stopper la réaction. Agiter les tubes pendant dix minutes. Nous prélevons 0,5 mL du
surnageant auxquels nous ajoutons 1.25 mL d’eau distillée. Nous additionnons aprés au

mélange 0.25 mL de chlorure de fer (FeClz)a 0,1 %. La lecture de I’absorbances est effectuée
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contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. L’acide ascorbique est utilisé

comme controle positif dans cette expérience dans les mémes conditions.
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Figure 12: Réduction du fer par la méthode FRAP

5. Chromatographie sur colonne

a. Définition de la chromatographie

La chromatographie est une méthode d'analyse physique fondée sur la séparation des
composants du mélange. Les différents composants de ce mélange sont appelés solutés, et le
fluide (liquide ou gaz) est appelé¢ phase mobile, il sépare et entraine les composants. Ils
interagissent ou non avec une phase fixe que 1'on appelle phase stationnaire qui exerce un effet

retardateur sur eux [66].

b. Chromatographie sur colonne

» Principe : Le botaniste Mikhail Tswelt a exécuté cette technique en 1906, et elle est
appliquée dans nos laboratoires jusqu’a nos jours [67]. Cette technique est basée sur le
phénomene d'absorption, dans lequel les molécules sont aspirées vers le bas de la
colonne chromatographique a une vitesse variable en fonction de leur affinité pour
I'absorbant et leur solubilit¢ dans 1’¢luant, les produits non polaires sont €lués les
premiers. La chromatographie sur colonne est une méthode pour séparer les composants
d'un mélange en migrant dans un dispositif composé de deux phases :

Phase stationnaire: il s'agit d'un support solide, qui est la colonne contenant une quantité

de gel silice.
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La phase mobile : Qui représente le solvant d’¢lution utilisé, qui est généralement un
mélange de deux solvants polaire apolaire.

» Protocole : On commence tout d’abord par remplir la colonne avec le gel de silice en
mettant dans un bécher le gel de silice en poudre, et en ajoutant le solvant qui est
I’éther de pétrole dans notre cas qui joue le role d’¢éluant. Ensuite on ajoute notre
extrait dans la colonne. Le solvant doit étre ajouté au fur et a mesure que I’extrait soit
entrainé vers le bas de la colonne. De petites fractions sont recueillies a la fin et

doivent étre soumis a un control chromatographique sur couche mince.

Figure 13 : Colonne chromatographique

¢. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM)

» Principe: La méthode est basée sur la séparation des différents composants de 1'extrait
en fonction de leur mobilité dans la phase mobile (généralement un mélange de
solvants), adapter au type de séparation requis et a son affinit¢ pour la phase

stationnaire qui peut €tre un gel de polyamide ou de silice [66].

» Protocole: Les fractions récupérées de la colonne vont étre suivis par une CCM. On
prépare tout d’abord la cuve chromatographique. On dépose ensuite de chaque fraction
un échantillon dans la plaque, on la met dans la cuve et on suit le développement

chromatographique. Les taches sont révélées sous une lampe UV.
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6. Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse

(CPG/SM)
a. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d’analyse par séparation qui s’applique
aux composés a 1’état gazeux [68]. Un appareil de chromatographie en phase gazeuse se
compose de trois parties qui sont I’injecteur, la colonne et le détecteur a travers lesquelles le
gaz vecteur entraine les substances du mélange a séparer. L hélium est le gaz vecteur qui est le
plus utilisé, les autres gaz sont I’hydrogene, 1’azote et I’argon. Le débit du gaz est réglé par un
régulateur. Le mélange a analyser est vaporisé a I'entrée de la colonne chromatographique qui
contient des substances actives solides ou liquides appelée phase stationnaire, ensuite il est
transport¢ a travers celle-ci a I'aide de gaz vecteur. Les molécules du mélange vont étre séparer
et vont étre sortie de la colonne les unes apres les autres apres un certain et cela dépend de

l'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules.

b. Spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est une technique destructive qui permet un acces simultané a la
masse moléculaire de la substance et I’obtention de ses données structurales : la substance
ionisée est dans un état excité, c’est ce qui provoque sa fragmentation. L'analyse de ces
fragments nous renseigne sur la structure de la molécule. Chaque ion formé se caractérise par
son rapport masse/charge (m/z). L'appareil peut séparer ces ions via un champ magnétique et

de les détecter/caractériser qualitativement et quantitativement.
c. Couplage CPG/SM

La technique démarre comme une chromatographie en phase gazeuse normale. Un échantillon

Sous forme liquide volatil est inséré en téte de colonne dans I’injecteur a 1’aide d’une micro
seringue. La colonne chromatographique est balayée en continu par le gaz vecteur, les divers
composants de 1’échantillon vont étre entrainé et amener a se détacher les unes des autres en
fonction de leur affinité avec la phase stationnaire [69]. Quand ces composants seront séparés,
ils seront détectés en sortie de colonne par un détecteur, le spectrometre de masse. Les
composantes seront introduites directement dans le spectrophotometre qui est relié au
chromatographe.

Une source ionise les composantes a I’intérieur de 1’appareil et vaporise les différentes
molécules. La source la plus utilisée est I’ionisation électronique (EI) [70]. Pour ce type
d’ionisation, la source est un réseau ¢lectrique a deux entrées et sorties permettant le transfert

d’énergie. Les molécules sont dans ce cas bombardées par des €lectrons libres produite par un
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filament (cathode ou anode). L’interaction des ¢électrons et des molécules neutres produit des
ions moléculaires qui sont chargés positivement. Les molécules qui ne sont pas ionisées sont
¢loignées de la source par le vide poussé. Les ions moléculaires produits dans la source seront
accélérés et focalisés [71].

La séparation des ions qui s’effectue dans 1’analyseur de masse a quadripdle. Grace a un champ
magnétique, les ions vont osciller le long de I’axe des z du filtre quadripolaire pour que
seulement les ions de rapport masse sur charge (m/z) choisis puissent traverser le filtre
quadripolaire et se rendre jusqu’au détecteur.

Pour la détection des ions, ils seront récoltés sur un multiplicateur d’électrons. Le détecteur
convertit les ions en signal électrique, et amplifie le signal obtenu pour permettre le traitement

informatique, c’est-a-dire I’obtention de spectre [72].
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Figure 14 : Schéma de la CPG/SM
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Résultats et discussion

1. Rendement

Les résultats obtenus pour le calcul du rendement sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Rendement de I’extrait a I’hexane des racines de la Rhaponticum acaule

Espéce Poids des racines Poids de I’extrait Rendement
(2) (2) (%0)
Rhaponticum acaule 300 1.87 0.62

A partir des travaux antérieurs réalisés auparavant, les rendements des différents extraits de la

plante ont été regroupé dans le Tableau 2.

Notre travail était sur 1’extrait a ’hexane des racines de la Rhaponticum acaule, nous avons

obtenus un rendement avec une valeur de 0.62 %, notre rendement est faible par rapport a la

quantité de racines utilisé.

2. Résultats des tests phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés nous ont permis de mettre en évidence la présence de

quelques métabolites secondaires présent dans la plante étudiée par des réactions qualitatives

de caractérisation (précipitation ou coloration par des réactifs spécifiques).

Les résultats sont résumés dans le Tableau 5:
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Tableau 5 : Résultats des tests phytochimiques de I’extrait a I’hexane de la Rhaponticum

acaule

Groupes chimiques Résultats

Terpénoides +++

Alcaloides Réactif de Wagner -+

Réactif de Mayer -

Tannins -

Flavonoides -

Quinoléines -

Saponines -

Réaction fortement positive : +++ , Réaction moyennement positive : ++ , Réaction faiblement positive : +, Réaction

négative : -

Les résultats du screening phytochimique réalisés sur 1’extrait a 1’hexane des racines de la
Rhaponticum acaule montrent une tres forte présence en terpénoides et en alcaloides avec le
réactif de Wagner.

En contrepartie, on remarque une absence totale des tannins, de flavonoides, de quinoléines et
de saponines dans cet extrait.

Cette ¢étude nous a montré que I’extrait a I’hexane des racines de la plante était pauvre en
métabolites secondaires, mais les composés qu’elle posseéde contiennent beaucoup de propriétés
biologique et pharmacologique, tels que :

Les alcaloides ont divers propriétés biologiques [73]. A faible dose, ce sont des anesthésiques
locaux, antibiotique, analgésique, antiparasitaire, antipaludique et anti-tumoraux [74]. Ils ont
¢galement des effets sur le systéme nerveux central [75].

Les terpénoides ont aussi des activités biologiques et pharmacologiques variées: anti-

inflammatoire, antivirus, analgésiques, antibactériennes et antifongiques [76].
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3. Evaluation de ’activité antioxydante

a. Par la méthode DPPH

Des travaux antérieurs ont été réalisés sur différentes parties de la Rhaponticum acaule sur

l'activité antioxydante exprimés en DPPH pour différents extraits. Les résultats ont montré que
tous les extraits ont été impliqués dans le transfert de protons et que la plus grande capacité a
piéger la DPPH a été observée dans 1'extrait phénolique des racines avec une valeur de 0,31
mg/mL, suivi de D’extrait de tanins du capitule avec 0,35 mg/mL. Pour l'extrait au
dichlorométhane la valeur été¢ de 0,12 mg/mL [77], et la ICso de I’extrait méthanolique été de
0,21 mg/mL [78] .

Les résultats de 1’activité par la méthode du DPPH sont regroupés dans le tableau et la figure

ci-dessous :

Tableau 6: Résultats de 1’activité antioxydante par la méthode du DPPH

Concentration 190 47.5 23,75 11,875
(ng/mL)
Absorbance 0.288 0.436 0.448 0.451
Activité antioxydante (%) 53.17 29.11 27.15 26.67
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Figure 15: Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
L’extrait a I’hexane
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Figure 16 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
L’acide ascorbique

A partir de I'équation linéaire obtenue, nous pouvons déterminer la valeur de la ICso en extraits

et en antioxydants standard. Plus la valeur de ICso est petite, plus I’extrait a 1’hexane de la

Rhaponticum acaule a une forte activité antioxydante.

Les valeurs des I1Cso de I’extrait a I’hexane et de I’acide ascorbique qui permettent d’inhiber

I’effet de 50% du DPPH sont rapportées dans le tableau suivant :

Tableau 7: Les valeurs des concentrations d’inhibitions ICsg

Extrait de Rhaponticum acaule Acide ascorbique

ICso (ng/mL) 171.67 2.32

Les résultats de I'évaluation de 'activité antioxydante de l'extrait a ’hexane des racines de la
Rhaponticum acaule montrent une ICso= 171.67pg/ml qui est beaucoup plus élevée que la
ICso enregistré pour 1’acide ascorbique qui est égale a 2.32pg/ml. L’activité de ’extrait est
inférieure a celle de ’acide ascorbique, on peut donc dire que I’extrait a ’hexane de cette plante
posséde une faible activité.

En comparant les résultats obtenus avec ceux de la littérature, I’activité antioxydante des

différents extraits et I’utilisation des différentes parties de la plante qui ont fait I’objet des études
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b. Par la méthode de FRAP
Les résultats obtenus par la méthode de FRAP sont représentés dans le tableau suivant :

Concentration (mg/pl)

antérieures ont donné de bon résultat, mais méme 1’extrait a I’hexane de notre plante posséde

un pouvoir réducteur pour neutraliser les radicaux libres DPPH.
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Figure 18 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique
L’activité antioxydante de 1’extrait a I’hexane de la plante étudiée a été évaluée en utilisant la
méthode de réduction du fer (FRAP). Cette dernicre est un test simple, rapide et reproductible.
Cette méthode est universelle et elle peut étre appliquée sur les plantes et les différents extraits
organiques et aqueux.
La méthode de FRAP est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe*'en
fer ferreux Fe™. Quand 1’absorbance augmente, cela nous indique que le pouvoir antioxydant
de notre échantillon augmente.
Dans notre travail, I’acide ascorbique est utilis¢ comme antioxydant de référence.
Les résultats obtenus sont illustrés dans la Figure 17 qui nous montre que la capacité du fer a
se réduire augmente en fonction des concentrations utilisés.
On remarque donc que le pouvoir réducteur de I’extrait a I’hexane de la Rhaponticum acaule
augmente avec I’augmentation de la concentration mais il reste inférieur au pouvoir réducteur

de I’acide ascorbique.

4. Chromatographie sur colonne

0.75 g de notre extrait a été diluée et fractionner dans une colonne ouverte de gel de silice. En
utilisant 1’éther de pétrole comme ¢éluant, des fractions ont ¢té collectées dans de petits flacons.
Une CCM a été réalisée pour toutes les fractions collectées.

A I’issue de ce fractionnement, les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 9:
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Tableau 9 : Nombre de fractions collectées et leurs nombres de taches

Fractions recueillies Nombres de taches
[1-5] Rien
[6-10] Une tache
[11-15] Une tache
[16-20] Une tache
[21-25] Rien
[26-30] Rien

La CCM nous a permis de séparer les différents constituants du mélange. Ensuite, nous avons
recueilli les flacons qui contiennent le produit majoritaire et nous avons ¢liminé le solvant a
I’aide de 1’évaporateur rotatif. La masse du produit obtenue est égale a 0.06 g, donc le

rendement du produit majoritaire est égal a 8%.
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Conclusion

Les plantes occupent de nos jours une place trés importante dans la médecine
traditionnelle car elles sont largement employées dans plusieurs domaines de santé.
L’utilisation de ces plantes en phytothérapie a re¢u un trés grand intérét dans la recherche
biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.

Ces plantes sont toujours une source fiable de principes actifs car elles sont connues par
leurs diverses propriétés thérapeutiques. De plus la recherche de ’activité antioxydante de ces
plantes est devenue rapidement un champ actif de la pharmacologie.

Ce travail a été consacré aux tests phytochimiques, a 1’évaluation de I’activité antioxydante, et
a I’isolement du composé majoritaire de 1’extrait a I’hexane des racines de la Rhaponticum
acaule.

Les tests phytochimiques réalisés sur cette espéce nous ont permis de prouver qu’il

existe des composés appartenant a la famille chimique des métabolites secondaires, les
alcaloides et les terpénoides qui sont dotés de diverses propriétés pharmacologiques.
L’étude du pouvoir antioxydant de 1’extrait de la Rhaponticum acaule par la méthode du DPPH
et la méthode de réduction du fer a montré que cette plante posséde un pouvoir réducteur pour
neutraliser les radicaux libres DPPH, et posséde aussi un pouvoir pour réduire le fer ferrique
Fe’* en fer ferreux Fe?*, mais il reste inférieur a celui de 1’acide ascorbique qui a été choisi
comme référence.

L’isolement du produit majoritaire a été effectué par une chromatographie sur colonne.
Cependant, 1’identification de ce produit est en cours de réalisation car la Rhaponticum acaule
est une plante qui est peu connue et peu de travaux ont été réalisés sur cette espece.

De nombreuses perspectives pourraient étre envisagées tels que :
» Evaluer I’activités antioxydante du produit majoritaire, et utiliser d’autres méthodes
d’évaluation.
» Une valorisation biologique par I’étude de I’activité antidiabétique, anticancéreuse ou
encore |’activité hémolytique de I’extrait hexanoique de cette plante ainsi que du produit
majoritaire.

» Etudier d’autres parties de cette espéce, avec d’autres extraits.
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