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Résumé

Lepidium sativum est une plante qui appartient a la famille Brassicaceae, qui recele de

multiples propriétés médicinales.

Notre travail a porté sur I’étude de I’extrait méthanolique de graines de L.sativum, le
criblage phytochimique et les tests colorimétriques ont révélé la présence de quelques groupes
chimiques (Flavonoides, Alcaloides, Coumarines ...etc) susceptibles d’exprimer les activités

recherchées.

Les activités anti-radicalaires ont été évaluées a travers deux méthodes : le test du
piégeage du radical libre DPPH et le test de la réduction du fer. D’apres les résultats, I’extrait
est doté¢ d’un potentiel anti-radicalaire et antioxydant modéré par rapport a I’antioxydant

standard employ¢.

Les résultats de 1’activité analgésique réalisée in vivo sur des rats indiquent que

I’extrait méthanolique de cette plante posséde des propriétés analgésiques périphériques.

MOT CLES: Brassicaceae ; Lepidium sativum ; métabolite secondaire ; activité

antioxydante ; activité analgésique.



Abstract

Lepidium sativum is a plant that belongs to the Brassicaceae family, which harbors
many medicinal properties.

Our work has focused on the study of the methanol extract from seeds L.sativum, the
phytochemical screening and colorimetric tests revealed the presence of some chemical
groups (Flavonoids, alkaloids, Coumarins ....ect) likely to express activities sought.

The radical scavenging activities were evaluated through two methods: the test of free
radical trapping DPPH and the test reduction of iron. According to these results, the extract
has a potential antioxidant anti-radical moderate compared to the standard used antioxidant.

The results of the analgesic activity conducted in vivo in rats indicate that the
methanol extract of this plant has peripheral analgesic properties.

Key Words: Brassicaceae ; Lepidium sativum ; secondary metabolite ; antioxidant
activity ; analgesic activity.
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Les Abréviations

% : Pourcentage

Abs : Absorbance

ADN : Acide ribonucléique

AICl; : Chlorure daluminium

C : Carbone
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cm : centimétre
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Fe?*: Fer ferreux

Fe®*: Fer ferrique

FeCls : Trichlorure de fer

g : gramme

h : heure

H,O : Eau

H3PMo01,040 : acide phosphomolybdique

H3PW 1,040 : acide phosphotungstique



HCI : Acide chlorhydrique
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ip : intra-péritonéale

KD : kilodalton

KsFe (CN)g : Ferricyanure de potassium

Kg : kilogramme

KOH : hydroxyde de potassium

LDL : Low density lipoprotein ou lipoprotéine de basse densité
MeOH : Méthanol

mg : Milligramme

Mg?" : Magnésium

min : Minutes

ml : Millilitre

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NaOH : Hydroxyde de sodium

NC : nombre de contorsion

NCTe : nombre moyen des contorsions dans le lot témoin
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nm : nanometre

NO- : Monoxyde d’azote
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé
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RO- : Radical oxyl

ROOe- : Radical peroxyl

ROS : Reactive oxygen species

SOD : superoxyde dismutase

pg . microgramme

ul : Microlitre

v/v : Rapport volume par volume
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Introduction Générale

Introduction

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle, il y a eu un intérét
croissant ces derniéres décennies pour I'étude des plantes médicinales et leurs utilisations
traditionnelles dans les différentes régions du monde. Aujourd'hui, selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS), prés de 80% des populations dépendent de la médecine
traditionnelle pour des soins de santé primaire. Des avantages économiques considérables

dans le développement de la médecine traditionnelle ont été constatés (Muthu et al, 2006).

Les plantes aromatiques ont 1’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites
secondaires en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites

secondaires posséder diverses propriétes biologiques (Haddouchi et al, 2009).

Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les
plantes sont extrémement riches, elles contiennent de structures chimiques complexes. Le
métabolisme des plantes contient de milliers de différents constituants dont I'effet
thérapeutique n'est évidemment pas lié a tous les composés, de méme pour ce qui est d'effet
nocif ou toxique (Ahmed et al, 2004).

Le choix de notre plante s’est basé sur leur utilisation fréquente dans nos traditions

locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national.

Lepidium sativum (Brassicacées) est une plante annuelle a croissance rapide qui est
originaire d'Egypte et d’ouest de I'Asie, mais elle est maintenant cultivée dans I'ensemble du
monde. Ses jeunes feuilles sont consommées crues ou cuites, tandis que ses graines sont
utilisées, fraiches ou séchées (Facciola et Cornucopia, 1990). La pate graines est appliquée
aux articulations rhumatismales pour soulager la douleur et gonflement. Les graines sont aussi
utilisées pour traiter les maux de gorge, latoux, I'asthme et les maux de téte, et les maux
d'estomac (Datta et al, 2011).

Le présent travail rentre dans le vaste cadre de la recherche de substance naturelle
extraite du regne végetal, et 1’étude de leurs activités biologiques, antioxydantes et

analgeésiques.




Introduction Générale

Notre manuscrit est scinde en trois parties :
La premiére partie consacrée a 1’étude bibliographique est divisé en trois chapitres :

e Le premier est dédié a une description botanique générale de 1’espéce étudié
(Lepidium sativum) et leurs répartitions géographiques.
e Le deuxieme chapitre donne un apercu sur les métabolites secondaire et leurs modes

d’action.

e Le troisieme chapitre donne quelques informations sur le stress oxydant.

Dans la deuxiéme partie, divisé en deux chapitres, nous avons axé sur le materiel et les
méthodes utilisés dans notre travail : le matériel d’étude, méthodes utilisées pour I’extraction,
le dosage colorimétrique (des polyphénols et des flavonoides), les activités anti-oxydantes,

I’activité antalgique de I’extrait méthanolique de notre plante.

Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail, sont exposés

dans le deuxieme chapitre de cette partie.

Pour terminer, une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude ainsi quelles

perspectives ont été dégagées.
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Chapitre | : Etude botanique de la plante

Chapitre I : Etude botanique de la plante.

1. La famille Brassicaceae(cruciféres) :

Les Brassicaceae sont cosmopolites, certaines se sont adaptées a des milieux particuliers,
comme les montagnes ou les déserts, présentent une lignification poussée et une surface foliaire
réduite. Cette famille des Cruciferes est tres homogene, tres evoluée, facile a définir et tres
reconnaissable par ces fleurs a pétales disposés en croix, d’ou le nom de Crucifere (du

latin « crucem ferre », porter une croix) (Guingard et Dupont, 2004).
La famille des Cruciferes est représentée par 10 tribus en Algérie (Maire, 1967).
2. Le genre Lepidium :

Le genre Lepidium est constitué d'environ 175 especes, largement distribuées a travers le
monde, sur tous les continents. C'est I'un des genres les plus représentés de la famille des
Brassicacees. Peu d’informations sont connues sur la période d'apparition de ce genre. Il semble
que celui-ci soit originaire du bassin méditerranéen, ou la plupart des especes diploides ont été

trouvées.

Lepidium est la transcription du grec lepidion qui signifie petite coquille. Ce sont des plantes
annuelles, vivaces ou sous-ligneuse, a fleurs petites, blanches, rose ou violacées, caractérisées par
la silicule déhiscente, a loge renfermant une ou rarement deux graines (Docteur Pierrick Hordé,
2013).

3. L’espéce Lepiduim sativum :

Lepidium sativum est le nom botanique du cresson alénois (ou passerage cultivée), une

plante médicinale bien connue.
3.1.Description :

Lepidium sativum est une plante annuelle de croissance rapide. Il développe en quelques mois
une plante haute de 20 a 50 cm au moment de la floraison. Les inflorescences sont apicales :
quelques groupes de petites fleurs blanches a 4 pétales. Les graines sont produites par 2 dans de

petites siliques dressées, longue de 2 a 3 cm. les graines sont allongées, brun rouge.
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Figure Ne 1 : Lepidium sativum (Grubben et al, 2005).

3.2.Répartition géographique :

L’origine du cresson alénois est assez floue : Afrique du Nord ou de I’Est, Moyen-
Orient, Asie de 1’Ouest, mais on pense qu’il pourrait s’agir de 1I’Ethiopie et des pays
avoisinants. Sa domestication s’est probablement faite en Asie occidentale. Il était cultivé
dans I’ Antiquité en Grece et en Italie et peut-€tre aussi en Egypte. On le cultive aujourd’hui
dans le monde entier, y compris la plupart des pays africains, mais surtout a petite échelle
dans les jardins familiaux. On le trouve aussi dans la nature, échappé des cultures, mais on ne

sait pas s’il existe quelque part a 1’état sauvage (Jansen, 2007).
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3.3.La systématique de la plante:

Régne: Plantae (plante)

Sous-regne: Tracheobionta (plante vasculaires)
Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous-classe : Dilleniidae

Ordre: Capparales

Famille : Brassicaceae

Genre :Lepidium

Espéce : Lepidium sativum

(Muséum national d'Histoire naturelle, 2009)
4. Propriétés :

4.1. Propriétés chimiques :

La tige et les feuilles de Lepidium sativum contiennent des glucosinolates, le composant
principal étant la glucotropéoline (benzyl glucosinolate). Distillée a la vapeur, la plante produit

environ 0,1% d’huile essentielle incolore, a I’odeur piquante.

La graine donne prées de 25% d’une huile brun jaunatre semi-siccative a odeur particuliére et
déplaisante. L’huile est riche en acides oléique, linoléique et urique, et contient également des
alcaloides imidazoles. Le tégument de la graine germée contient beaucoup de mucilage, lequel

présente une substance allélopathique, le Iépidimoide (Jansen, 2007).
4.2.Propriétés pharmacologiques :

Cette plante se révele efficace contre de nombreux troubles digestifs en raison de son
action stimulante, laxative et diurétique. De plus, il lutte contre la constipation et les
hémorroides et il apaise les maux de ventre. Par ailleurs, le Lepidium sativum est utile en cas
d'asthme ou de toux (Aouadhi, 2010).
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Chapitre 11 : Les métabolites secondaires :
1. Définition :

Le métabolisme secondaire implique les voies métaboliques primaires spécifiques a
certains organismes végétaux. Donc les métabolites secondaires sont des molécules qui ne
participent pas directement au développement des plantes mais plutdt intervenaient dans les
relations avec les stress biotiques et abiotiques ou améliorent 1’efficacité de la reproduction
(Laurent, 2012).

Les composés de métabolisme secondaire ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultant de réactions chimiques ultérieures. On les appelle donc des
métabolites secondaires. Ces composés ne se trouvent pas dans toutes les plantes (Laurent,
2012).

2. Classification des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Ces composés se trouvent dans toutes les parties
des plantes mais distribués selon leurs réles défensifs.

2.1. Les composés phénoliques :
2.1.1. Définition :

Les composes phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules
trés largement répandues dans le régne végétal. Sont des produits du métabolisme secondaire
des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la

croissance, ou la reproduction (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006).
2.1.2. Structure chimique :

La structure chimique des polyphénols est caractérisée par un ou plusieurs noyaux
aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du
nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient. On
distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes
et les stilbenes (Boros et al, 2010).
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Groupe hydroxyle = > OH

Anneau
aromatique ,

Groupe phénol

Figure Ne 2 : Structure de base de polyphénol.

2.1.3. Classification des composés phénoliques :

Les composés phénoliques peuvent étre classés en fonction de la longueur de la chaine

aliphatique liée au noyau benzénique. On distinguera :

v' Les dérivés CeCy.
v" Les dérivés CsC 3 ou phenylpropanoides.

v Les flavonoides, sont plus importants.
Les tannins, composeés provenant de la polymérisation de ces dérivés aromatiques feront

I’objet de partie séparée (Merghem, 2009).

Chlorogenic acid

Stilbenes Lignans Others
/ POLYPHENOLS
Phenolic acids ¢ I Flavones
Ferulic acid Anthocyaninsg <———— _ Flavonoids > Apigenin
- / \ ~—
Caffeic acid e < /’ \ " Apigenin 7-glucoside
Caffuic asid derivativi Flavonols 4 N A
affeic acid derivatives ; Flavanols Flavanones Chalcones
: ) Quercetin
p-Coumaric acid Catechin Naringenin
Rutin
Rosmarimic acid (quercetin-3-rutinoside) Epicatechin Eriadictyol
Hesperetin

Dihydroguercetin

Figure Ne 3 : Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe.

(Boros et al, 2010).
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2.1.3.1. Les flavonoides :
a. Définition :

Le terme flavonoide (de flavus, <gauney> en latin) désigne une tres large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes
végetaux (Havasteen, 2002).

b. Structure :

Ces molécules ont un poids moléculaire faible, se présentant en 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : C6-C3-C6, elles sont composés de deux noyaux aromatiques A et B,
liés par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle.

Les substitutions variées au sein de la molécule donnent les différentes sous-classes des
flavonoides : Les flavones, et les flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir
antioxydant élevé, et les plus divers sur le plan structural.

Les substitutions touchant les noyaux A ou B qui peuvent survenir dans chaque classe des
flavonoides sont : une oxydation, alkylation, glycosylation, acylation, et sulfonation
(Mouffok, 2011 ; Mohammedi, 2011).

Figure Ne 4 : Structure de base des flavonoides.

c. Classification des flavonoides :

Les flavonoides se différencient par le degré d’hydroxylation et I’hétérocycle C et par les
modes d’hydroxylation des anneaux A et B. dans toutes les classes de flavonoides
mentionnées ci-dessous, la biosynthése justifie la présence fréquente d’au moins trois
hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ de la génine : cependant, I’un d’entre eux peut

étre absent. Six grandes classes de flavonoides peuvent étre mentionnees. Les flavones et les
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flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus. Alors que les flavanones, les

flavanols, les chalcones et les anthocyanidines sont considérés comme des flavonoides

minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte (Bruneton, 1999 ; Harborne et

williams, 2000 ; Havsteen, 2002 ; Dacosta, 2003).

Quelque classes sont cités dans le tableau :

Tableau Ne 1 : Principales classes des flavonoides (Bougandoura, 2011).

Classes Structures chimiques R3' | R4’ R5" | Exemples
H |OH H Apigénine
Rz OH | OH H Lutéoline
Flavones b
a Q @ OH |OCHs |H Diosmétine
Oy~
&
OH
H OH H Kaempférol
OH | OH H Quercétine
Flavonols
OH | OH OH | Myrecétine
Flavanols OH | OH H Catéchine
Flavanones
H OH H Naringénine
OH | OH H Eriodictyol
Anthocyanidin H OH H Pelargonidine

13




Chapitre Il : Métabolites Secondaire

es R3'
R4 |OH | OH H | Cyanidine
] it @
O
- OH | OH OH | Delphénidine
OH
Isoflavones R5 | RY R4'
R7 0 oH OH | OH OH | Genisteine
©‘ H | O-Glu | OH | Daidzeine
|
)
RS R4

d. Distribution et localisation:

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, et 1’écorce (Lee et al, 1994).

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les
anthocyanes et les flavonols ont eu une large distribution dans les fruits et les légumes, tandis
que les chalcones se retrouvent plus freqguemment dans les pétales des fleurs. Elles sont
considérées comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les caroténoides
(Lahouel, 2005 ; Piquemal, 2008).

e. Propriétés biologiques des flavonoides :

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rbles dans la pigmentation, mais
aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes. Ils ont
également pour fonction de protéger ces dernieres contre les pathogénes d'origine virale ou
bactérienne, les prédateurs comme les insectes. Les flavonoides, en particulier, sont impliqués
chez les plantes dans le transport d'électrons lors de la photosynthese, et ils jouent un role de
protection contre les effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydant. Les
flavonoides parviennent a capturer les especes réactives de I'oxygéne associées au stress
oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capables
d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement
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réactif. lls inhibent aussi I'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir I'athérosclérose et

diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Gauthuret, 1968).

2.1.3.2. Les lignanes :

a. Définition :

Les lignanes sont les dimeres des unités de phényl propane (C6 C4) (Benarous, 2009). Les
lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaires dans le régne végétal. La
distribution botanique des lignanes est large: plusieurs centaines des composés ont été isolés
dans environ soixante-dix familles .Chez les gymnospermes, lls sont surtout rencontrés dans les
bois alors que chez les Angiospermes, ils ont été identifiés dans tous les tissus, Ils ont été
découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les feuilles, les fruites est les graines
(Midoun, 2011).

b. Structure des lignanes :

Les lignanes sont répartis en huit groupes structuraux, classés selon le mode d’incorporation
du (ou des) atome (s) d’oxygene dans le squelette carboné et selon le type de cyclisation

(Umezawa, 2003).

a
Lipnanes

Figure Ne 5 : Structure de base lignanes.

15



Chapitre Il : Métabolites Secondaire

c. Activité biologique :

Selon (McRae et Towers, 1984 ; Charlton, 1998; Fauré et al, 1990 ; Saleem et al, 2005 ;
Cos et al, 2008 ; Pan et al, 2009 ; Yousef zadi et al, 2010), les lignanes présentent plusieurs

activités biologiques telles que les : Antiviral, anticancéreux, antimicrobien et antioxydant.
2.1.3.3. Les tanins :
a. Définition :

Le terme « tanin » (ou tannin) vient du mot tannage. Les tanins sont des composés
polyphénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire entre 500 et 3000 KD (polymeéres),
et qui présentent, a coté des réactions des phénols des propriétés de précipiter les alcaloides, la

gélatine et d’autres protéines (Bruneton, 2009).
b. Structure chimique et classification des tanins :

Ils représentent un groupe hétérogéne assez difficile a définir de facon rigoureuse et concise
car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont variées et

rassemblées en famille en fonction d’activités communes.

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents
par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

b.1. Tanins hydrolysables :

IIs sont constitués par une molécule de sucre (le glucose). Ce sont des tanins galliques, on les
trouve dans les noix et les framboises, ils sont trés répandus dans les plantes comestibles
(Mueller et Harvey, 2006).
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HO
OH

HO

OH
OH
O OH
(o) OH
o o OH
HO ¥ .
0. .0 o OH
o o
OH
OH
OH HO  OH

Figure Ne 6 : Structure générale des tanins hydrolysables.
b.2. Les tannins condensés :

Ce sont des proanthocyanidines. C'est-a-dire, des composés polyphénoliques hétérogenes :
dimeres, oligoméres ou polymeéres de flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et
flavan-3,4-diols. Les tanins condensés sont des molécules hydrolysables, leur structure voisine

de celle des flavonoides est caractérisée par I’absence de sucre (Boudjouref, 2011).

Figure Ne 7 : Structure de tanins condensés.
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c. Localisation et distribution :

Les tanins sont trés répandus dans le régne végetal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée et les rosacées (Ghestem et
al, 2001).

Ils peuvent exister dans divers organes : I’écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les
graines (Khanbabaee et Van-Ree, 2001).

d. Activités biologiques des tanins :

d.1. Effets bénéfiques des tannins :

Les tanins peuvent exercer des effets nutritionnels bénéfiques chez les ruminants qui en
consomment des taux modérés. Plusieurs études suggerent que la présence des tanins condenses
a un seuil inférieur a 6% est avantageuse et induit une amélioration des performances animales,

croissance et rendement en viande et en lait (Barry et al, 1986).

La précipitation des protéines par les tanins protége les microorganismes du rumen de leurs
effets déléteres. Elle permet également le recyclage de I’urée par la diminution de la
concentration d'ammoniac dans le rumen. Elle participe également a I'activité antidiarrhéique
(Les tannins vont imperméabiliser les couches externes de la peau et des muqueuses et surtout la
mugqueuse intestinale), en protégeant les organes digestifs des attaques nuisibles. Les tanins ont
également un pouvoir cicatrisant car ils favorisent la régénération des tissus en cas de blessure
superficielle (Brunet, 2008).

d.2. Effets toxiques :

Chez I’homme cette toxicité est mal connue. Chez les animaux, on peut observer une
intoxication du bétail par ingestion de jeunes feuilles de chéne. La toxicité des tanins se
manifeste a trois niveaux : I’ingestion, la digestibilité et le microbioteruminal. Cette toxicité
varie en fonction des tanins ingérés et de la tolérance de 1’animal qui a son tour, dépend de
certaines caractéristiques telles que la nature du tractus digestif, le comportement alimentaire, la

taille, I’age et les mécanismes de détoxication (Rira, 2010).
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2.2. Les alcaloides :
2.2.1. Définition :

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique, avec un degré
variable de caractére basique. Depuis ’identification du premier alcaloide en 1806, plus de dix

mille alcaloides ont isolés des plantes (Boutaghane, 2013).

Les alcaloides ayant des masses moléculaires tres variables de 100 a 900 g/mol. La
plupart des bases non oxygenées sont liquides a température ordinaire celles qui comportent dans
leur formule de I’oxygene sont des solides cristallisables, rarement colorés (Rakotonanahary,
2012).

2.2.2. Structure des alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acides aminés tels que le tryptophane, la lysine,
la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines et couplés a

d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001).
2.2.3. Classification des alcaloides :

On divise les alcaloides en trois genres :
2.2.3.1. Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et comportent
un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes, soit sous

forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).
2.2.3.2. Les pseudo-alcaloides :

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais, mais ne sont pas des dérives des acides aminés (Badiaga, 2011).

Dans la majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides

terpéniques) et du métabolisme de 1’acétate (Rakotonanahary, 2012).
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2.2.3.3. Les proto-alcaloides :

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils sont

souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau (Badiaga, 2011).

Tableau Ne 2 : Classification des alcaloides (Mauro, 2006 ; Wilhelm, 1998).

Les derivés des alcaloides Exemple

la lobéline :

Alcaloides dérivés de

la lysine.

Alcaloides dérivés de la La papavérine :
tyrosine et de la

phénylalanine. T -

Alcaloides dérivés de ’acid¢ La nicotine :

nicotinique.
Pl N>
I ) \
T T
Alcaloides dérivés du La quinine :
tryptophane =\
HOw 7
- ‘-\N ]
o T,.ﬁw,.hj L
s -\-\_:-'J'.".-"' N.-,'.r

2.2.4. Effet pharmacologique :

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre humain le
systéme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl choline,

norepinephrine , acide y aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine.
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D’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet
analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive
(réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant cardiaque et diurétique

narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimetique (éphédrine) (Badiaga, 2011).

2.3. Les composés Terpénoides :
2.3.1. Déefinition :

Le terme Terpenoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
Terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.).

Ce sont des substances du métabolisme secondaire qui dérivent des Isoprénoides dont
certains interviennent dans la photosynthese, ainsi que plusieurs hormones végétales sont de
structure Terpenique. Ce sont des produits hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit
a chaines ouverte formées de 1’assemblage d’un nombre entier d’unités penta-carbonées

ramifiées dérivées du 2-Méthyle butadiéne, appelées unités isopreniques (Hopkins, 2003).
2.3.2. Structure des Terpénoides :

Tous les composés de ce groupe prennent naissance a partir d’unités en 5 Carbones
(isoprenes) est une chaine hydrocarbone insaturée. Cette derniére est ensuite modifiée

secondairement par oxydation, par réduction ou par élimination de « C » (Simic et al, 1997).

o Ho

HECN

CHA

lsoprens

Figure Ne 8 : Structure de base des terpénoides.
2.3.3. Classification des terpenoides :

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base

isopréne. De ce fait les terpenes sont classifiés comme suit:
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Tableau Ne 3 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache, 2003).

Terpenes Unités isoprenique Atomes de carbone Exemple
Hemiterpene 1 C5 Isoprene
Menthol :
Monoterpénes 2 C10 CHs
HO
HsC CHs
B-Cadinéne :
Sesquiterpénes 3 C15
CH({CH=3)2
Diterpénoides 4 C20 Sclaréol :
OH
OH
Lanostérol :
Triterpéne 6 C30
[
Caroténoides :
Tetraterpéne 8 C40 o,
CHy CH, CH, "
e R R S
CH H, Hy Hy
Hy
Polyterpéne >8 >40 Caoutchouc
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2.3.4. Répartition et localisation des terpénes:

Les terpénes ont été isolés chez les champignons, des algues marines, des insectes et des
éponges, mais la plus grande partie de ces substances est retrouvée dans les plantes (Malecky,
2005).

Les terpenes sont trouves dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, rhizomes,
écorces et fruits ou graines. La synthése des terpénes est généralement associée a la présence de
structures histologiques spécialisées, localisées en certains points des autres tissues, le plus
souvent situées sur ou & proximité de la surface de la plante (Mopikins, 2003).

2.3.5. Activités biologiques :

De nombreux terpénoides ont la particularité de dégager de fortes odeurs, le menthol et le
limonéne permettent la fabrication d’huiles essentielles. Ils sont utilisés comme antiseptiques et
dans certains domaines comme la cosmétique (parfum). Utilisées aussi pour traiter les maladies
de la respiration (Valnet, 2003).
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Chapitre 111 : stress oxydant.

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet
de produire de I’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules convertissent une

partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres organiques (Meziti, 2007).

I.  Stress oxydatif :
1. Définition :

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et la production d’ERO, en faveur de ces dernieres. Ce déséquilibre
peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants
d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma,
rayons ultraviolets, herbicides, 0zone, amiante, métaux toxiques) (Haioun et Hamoudi,
2015).

Pro-oxydants

Figure N° 9 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en
équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une

surproduction énorme de radicaux (Figure 9), I'excés de ces radicaux est appelé stress
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oxydant (Favier, 2003). Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon
ses habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou
I’environnement dans lequel il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress
oxydant dépend de la cible moléculaire, de la séveérité de I'effort et du mécanisme par lequel

I'effort oxydant est imposé (Aruoma et al, 1999).

Xénobiotiques

-~
-

M 0xydase e

O "o
Peroxysomes
R OO0

" iyporie oy = SHAR %

RE

Mitochondrie

Figure Ne 10 : Schéma du Stress oxydants (Barouki, 2006).

Les radicaux libres :
1. Définition :

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes
réactives de lI'oxygéne (EAO) (Haioun et Hamoudi, 2015).

Les radicaux libres sont électriqguement neutres ou chargés (ioniques) et comprennent
I'atome d'hydrogene, le radical hydroxyle, I'anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne (eau

oxygénée). Les radicaux libres sont des espéces chimiques trés instables, leur structure
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comprend un électron célibataire qu’il cherche & apparier en attaquant et en endommageant
les molécules voisines.

L’appellation « dérivés réactifs de 1’oxygeéne » n’est pas restrictive, elle inclut les radicaux
libres de 1’oxygene proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,0,),
peroxynitrite (ONOO") (Haton, 2005).

2. Les principales especes réactives de I’oxygéne :

2.1. L’anion superoxyde :

L’anion superoxyde est I’espéce la plus couramment générée par la cellule, par réduction
d’une molécule d’oxygene. Cette réaction semble surtout catalysée par des NADPH oxydases
membranaires (Wolin, 1996). L’O," peut également étre formé dans certains organites
cellulaires tels que les peroxysomes via la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, puis en
acide urique, catalysée par la xanthine oxydase et les mitochondries ou 2% a 5% d’oxygene

consommé est transformé en radicaux superoxydes (Favier, 2003).

Oy+1le- —» Of
2.2. L’oxygéne singulet :

Forme excitée de 1I’oxygeéne moléculaire, est souvent assimilée a un radical libre en raison

de sa forte réactivité (Delattre et Bonnefon, 2005).
2.3. Le peroxyde d’hydrogéne :

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre obtenu Soit par oxydation soit par des mutations.
Celui-ci réagit avec le fer, composé pouvant étre toxique pour les cellules. Ainsi le peroxyde

d’hydrogene participe a un mécanisme de protection.
O, + O, + 2HY — H,O,+ O,
2.4. Le radical hydroxyle :

Le plus important des produits est le radical hydroxyle (OH"). C'est une espece oxygénée
trés réactive qui provient de la coexistence de 1’anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne réagit avec le fer (forme ferreux) et produit du fer

oxydé (forme ferrique) et le radical hydroxyle. C’est la réaction de Fenton.

H,O, + Fe?* — Fe** + OH + OH'
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Ensuite le fer ferrique est réduit en fer ferreux par 1’anion superoxyde principalement.
Fe* + 0,7 — Fe'+ O,

L’ensemble de ces réactions forme la réaction d’Haber Weiss.
H,O, + O;" — Oyt OH + OH’
2.5. Le monoxyde d’azote :

L’oxyde azotique NOe est principalement produit par un systéme enzymatique, la NO

synthase, qui transforme 1’arginine en citrulline en présence de la NADPH.
L- Arginine + O, — L-Citrulline+ NO’
2.6. Nitrique dioxyde NO;":

Formé a partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO. Le nitrique dioxyde est un
puissant déclencheur du lipide peroxydation par sa capacité d'arracher un atome d'hydrogéne

d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés.
2.7. Le peroxynitrite:

Le monoxyde d’azote par concomitance avec un ion superoxyde va entrainer la formation
de peroxynitrite (ONOOQO) qui est hautement cytotoxique. Cette réaction est surtout retrouvée

au niveau des vaisseaux sanguins.
NO" + O,” — ONOO  (Koechlin-Ramonatxo, 2006)
3. Sources et formation des radicaux libres :

Les radicaux libres peuvent €tre d’origine endogene par le biais de différents mécanismes
physiologiques dans I’organisme, mais aussi d’origine exogeéne, provoqués par plusieurs

sources chimiques et physiques.
3.1. Origine endogene :

Aux doses faibles, les ROS sont trés utiles pour 1I’organisme et jouent des réles importants

dans divers mécanismes physiologiques tel que :

v’ La chaine respiratoire.

v" La réaction immunitaire.

————————————
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v’ La transduction de signaux cellulaires.
v" Les NADPH oxydases.

v’ Les oxydes nitriques synthases.

v’ Autres sources endogenes.
3.2.0rigine exogéne :

Des facteurs environnementaux peuvent contribuer a la formation d’entités radicalaires.
Une production importante des ROS est observée lors d’une intoxication par des métaux
lourds (cadmium, mercure, arsenic) ou dans les phénomenes d’irradiations provoquant des
dommages au niveau de I’ADN. Par ailleurs la fumée de tabac, 1’alcool ou méme certains
médicaments (Xénobiotiques) peuvent étre source de radicaux libres par oxydations de ces
composes au niveau du cytochrome P450 (Favier, 2003).

4. Conséquences du stress oxydant :

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Cette
surproduction au-dela des capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au
stress oxydant qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies allant de
I’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le
processus du vieillissement. Ces ROS attaquent principalement les lipides membranaires,
mais aussi les protéines et les acides nucléiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure Ne 11 : Les conséquences du stress oxydant.

1.  Systeme de défenses antioxydants:

Les cellules possédent des mécanismes de défense endogénes enzymatiques et non
enzymatiques qui, de maniere générale, suffisent a renverser le stress oxydant, résultant du

métabolisme aérobie, appelés antioxydants (Huemer et al, 2006).
1. Définition :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder

ou empécher I'oxydation de ces substrats (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

L'organisme possede un ensemble de systéemes de défenses antioxydants tres efficaces
afin de diminuer la concentration des espéces oxydants dans I’organisme. Les antioxydants

sont des systéemes enzymatiques ou non-enzymatiques (Mohammedi, 2006).
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2. Les principaux antioxydants :
2.1. Les antioxydants endogéenes :

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systemes de défense
composés d’enzymes (La superoxyde dismutase, La catalase, heme oxygénase,
peroxyrédoxine,...), de molécules antioxydants de petite taille (glutathion, acide urique,

bilirubine, ubiquinone,...) et de protéines (transferrine, ferritine,...).

Un systéme secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN
endonucléases, de ligases et de macroxy-protéinases empéche 1’accumulation dans la cellule
de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’élimination de leurs fragments

toxiques (Pincemail et al, 2002).

2.2. Les antioxydants exogenes :

+ Médicaments :

IIs constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalues

pour leurs propriétés antioxydants.

+ Antioxydants naturels :

e Lavitamine C ou acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Il joue un role
important dans la régénération de la vitamine E.

e Lavitamine E ou tocophérol : Prévient la peroxydation des lipides membranaires in
vivo en capturant les radicaux peroxydes.

e Les flavonoides : Les relations entre les structures et les activités anti-oxydantes des
flavonoides et des composés phénoliques ont montré que 1’activité anti-oxydante était
déterminée par la position et le degré d’hydroxylation.

e Lestanins : Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation.

e Les phénols : Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont fortement
antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Diallo,
2005).
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Chapitre I : Matériels et méthodes

I.  Matériel :
1. Matériel végétal :
Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a des graines de 1’espece
Lepidium sativum. Les grains ont été achetées en février 2016 de la région de Daksi
Constantine, les graines ont été séchées dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires puis

broyées en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique (Figure Ne 12).

Figure Ne 12 : Lepidium sativum en poudre.

2. Matériel animal :

Les 13 rats utilises dans cette expérimentation sont des rats femelles de souche wister
albinos, pesant entre 100 et 135g. Issus par élevage au niveau de I’animalerie de I’université
des freres Mentouri de Constantine, les rats sont logés dans des cages en polypropyléne avec

un acces libre a la nourriture et a I’eau.

I1- Méthodes :

1. Préparation des extraits :
La méthode d’extraction que nous avons utilisée est la macération successive par le
méthanol.
La macération est une opération qui consiste a laisser séjourner un corps solide dans

un liquide ou dans un milieu humide, pour extraire certains principes actifs de ce corps.
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1.1. Le principe :

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végetales, dont
leur nature chimique et teneur sont extrémement variables d’une espéce a I’autre. Plusieurs
méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la caractérisation de ces molécules.

1.2. L’objectif :

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenant dans les
graines de la plante en utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le
rendement d’extraction.

1.3. Protocole d’extraction :

Une quantité de 150 g du matériel végétal broyé est macérée dans une solution de
méthanol/eau (70 : 30, V/V) pendant 24h a I’ombre et a température ambiante. Cette
macération est répetée 3 fois avec filtration du macerat sur un papier filtre et renouvellement
du solvant chaque 24h, ce qui permet d’extraire le maximum de produits.

Apres filtration, le mélange hydro-alcoolique est concentré a sec au moyen d’un évaporateur
rotatif a une température 40 °C et vitesse de rotation : 3 (Madi, 2010). (Figure Ne 14).

Un évaporateur rotatif est un appareil de laboratoire utilisé généralement en chimie
organique pour évaporer rapidement des solvants apres avoir été utilisés dans une extraction.
Ou dans un milieu réactionnel. Le plus souvent, I'évaporation du solvant est menée sous
pression réduite (afin d'accélérer I'étape) que I'on obtient au moyen d'une trompe a eau ou
d'une pompe a vide. L'évaporateur rotatif est souvent appelé, par abus de langage,
Rotavaporou "Buchi" (noms de deux marques trés courantes) (Figure Ne 13).

Figure Ne 13 : Un évaporateur rotatif.
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Les extraits realisés sont ensuite stockés a température -4°C, a 1’abri de la lumiére

jusqu’a leur utilisation.

La matiére végétale
150g des graines en poudre

Macération MeOH/Eau
(70/30)
3fois pendant (3 jours)

Filtration

Filtrat : Résidu a rejete
Résidu végétal
sec

Evaporation
a T=40Ce

Extrait méthanolique

Figure Ne 14 : Schéma d’extraction par les solvants organique.

2. Screening phytochimique de I’extrait végétal :
Ce terme screening, correspond a une technique de « criblage » c¢’est-a-dire la recherche

systématique des produits naturels.

Les essais chimiques de caractérisation ont porté sur la recherche dans les différents extraits
des principaux groupes chimiques. Ces essais permettent d’avoir des informations préliminaires
sur la composition chimique, ces caractérisations ont été faites en utilisant principalement les
réactions en tube, les résultats sont classés en :

e (+): test faiblement positif.

o (-): test négatif.
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e (++): test positif.

e (+++): test fortement positif.

2.1. Test des quinones libres :

Un gramme de matériel végétal sec finement broyé est placé dans un tube avec 15 a 30 ml
d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, I’extrait est filtré et concentré au
rotavapor. La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de
NaOH 1/10, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Dahou et al, 2003).

2.2. Test des tanins :

1,5 g de matériel végétal sec sont placés dans 10 ml de MeOH 80 %. Apres 15 minutes
d’agitation, les extraits sont filtrés et mis dans des tubes. L’ajout de FeCl; 1% permet de
détecter la présence ou non de tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins
galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques (Dahou et al, 2003).

2.3. Test des saponines :

Test de la mousse : I’extrait est repris dans Sml d’eau distillée, puis introduit dans un tube
a essai. Le tube est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur supérieur de
1cm) stable, persistant pendant 15min, indique la présence des saponines (Yves-Alain.Bekro,
2007).

2.4. Test des flavonoides :

Un mélange de quelques copeaux de Mg*? et de gouttes d’HCI concentré, placé dans un
tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition d’une coloration allant de I’orangé au rouge
pourpre indique une réaction positive (Najjaa et al, 2011).

2.5. Test des phénols :

2ml de I’éthanol est ajouté a 2 ml de I’extrait, L’ajout de quelques gouttes de FeCl; permet
I’apparition d’une coloration qui indique la présence des phénols (Igbal Hussain et al, 2011).

2.6. Test des stérols ou triterpénes :

L’extrait de 1’éther de pétrole est dilué dans 2ml d’anhydride acétique. L’ajout de
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré permet 1’apparition d’une coloration violette
qui indique la présence de triterpénes, ou une coloration verte qui indique la présence de
stérols (Koffi et al, 2009).
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2.7. Test des flavonoides glycosides :

Iml d’hydroxyde de potassium KOH a 17 est ajouté a 2ml de ’extrait dilué dans le
méthanol. L apparition d’une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides
(Igbal Hussain et al, 2011).

3. Caractérisation quantitative des extraits :

3.1. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin-Ciocalteu) :

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
été décrit en 1965 par Singleton et Rossi.

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et
demolybdene (Ribéreau, 1968).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole appliqué
en 2007 par Li et ses collaborateurs. 200 pl de ’extrait dilué est mélangé avec 1 ml de réactif
de Folin-Ciocalteudilué 10 fois dans de 1’eau distillée. Aprés 4 minutes, 800 ul de carbonate
de sodium a concentration de 7,57 sont ajoutés, puis ajusté le volume a 3 ml avec ’eau
distillée (Figure Ne 15).

Apres une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a température ambiante et
a ’obscurité, L’absorbance est mesurée a 765 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différentes concentrations (O -
1 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage (les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids d’extrait (mg
EAG / gE).
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Figure Ne 15 : Matériel du dosage de polyphénols.

3.2. Dosage des flavonoides totaux par la méthode de trichlorure d’ Aluminium :

La détermination de la teneur en flavonoides de I’extraits de Lepidium sativum est
effectuée par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) (Djeridane et al, 2006 ;
Bahorum, 1997). 1ml d’extrait a été ajouté a 1ml d’AICI; (2% dans le méthanol) Apres 10
min d’incubation a 37°C et a 1’obscurité, 1’absorbance est lue a 430nm. La concentration des
flavonoides dans I’extrait a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage y= ax+b établie
avec la quercitrine a différentes concentrations (0-1ug/ml, chacune a été préparée dans le
méthanol) pratiquée dans les mémes conditions opératoires que I’extrait servira a la
quantification des flavonoides (Figure Ne 16). La teneur en flavonoides a été exprimée en

milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/gE).
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Figure Ne 16 : Matériel du dosage des flavonoides.

4.  Les activités biologiques in vitro :

4.1. Le pouvoir réducteur(PR) :

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe*" présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune
du fer ferrique (Fe**) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe®"), I’intensité de cette coloration
est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé est celui de Yildirim et al, 2001 ou: 1 ml de
I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 2 ml d’une solution tampon
phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 2 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)g
a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 2 ml
d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000rpm pendant 10 min. 2 ml du surnageant sont ajoutés a 2,5 ml d’eau
distillée et 2ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1% (figure Ne 17) La

lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.
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Figure Ne 17 : Matériel du pouvoir réducteur.

4.2. Evaluation de ’activité antioxydant par diphényl-picryl-hydrazyl (DPPH) :

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons)

(Sanchez-Moreno, 2002). On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH' + (AH), — DPPH-H +(A), ;

Ou (AH), représente un composeé capable de céder un hydrogene au radical DPPH
(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la
cinétique de décoloration a 517 nm.

Un volume de 100ul de chaque extrait (avec dilution convenable) est incubé (30min)
avec 2ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM). Les absorbances a 517 nm ont été
enregistrées (Figure Ne 18).

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour
I’Acide Ascorbique pris comme un antioxydant standard. L’activité antiradicalaire est estimée
selon I’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = [(Abs contrdle-Abs échantillon)/Abs contrdle] x100.
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Figure Ne 18 : Matériel du I’activité antioxydante par DPPH.

Calcul des IC50 :

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur IC50 qui est la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH. Les IC50 sont calculées a
partir de I’équation des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations de I’extrait testé et le standard (Bouras et Houchi, 2013).

5. Activité biologique in vivo :

5.1. Etude de Pactivité analgésique (Test de torsion)

Les expériences ont été réalisées sur un modele de douleur induit par I’acide acétique chez
des rats mis a jeun 16 heures avant 1’expérimentation. L’injection intra-péritonéale d’acide
acétique a 1% chez le rat provoque un syndrome douloureux qui se manifeste par des
contorsions caractéristiques avec étirement des pattes postérieures et de la musculature dorso-
ventrale.

Le nombre d’étirements est comptabilis€¢ 20 minutes apres injection de 1’acide acétique

(Sy et al, 2009).
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Figure Ne 19 : Injection intra-péritonéale d’acide acétique a 1% chez le rat.

v Lot témoin : Les rats de ce lot regoiventlml de 1’eau physiologique par voie ip.

v’ Lot référence : Les rats de ce lot recoivent un analgésique utilisé en thérapeutique le
paracétamol a la dose de 200 mg/ kg 30 minutes avant I’injection ip de ’acide
acétique.

v Les lots essais : Les rats recoivent, par voie ip 0,5ml de I’extrait méthanolique de
Lepidium sativum a raison de 250, 500 et 750mg/kg, et ceci 30 minutes avant
I’injection de I’acide acétique.

Le pourcentage d’inhibition des crampes est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition des crampes = (NCte — NCTr)/ NCte x 100
Avec:
NCTe : nombre moyen des contorsions dans le lot témoin.

NCTr : nombre moyen des contorsions dans le lot traité.
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Chapitre Il : Résultats et Discussion

1. Screening phytochimique :

Ce teste consiste a détecter les différents composés chimiques existants dans les

graines de Lepidium sativum par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions

sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs specifiques.

Ces derniéres permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites secondaires.

Le screening phytochimique effectué a permis d’obtenir les résultats suivants (tableau

Ned):

Tableau N 4 : Résultats du criblage phytochimique des graines de Lepidium sativum.

Le composé chimique

Présence/Absence dans le

matériel végétal

Résultat

Quinones libres

Tanins condensés -
catéchiques A e

Saponines +

Flavonoides SFar
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Phénols +++
Sterols, stérols +++
triterpenes triterpenes | -

Flavonoides glycosides +++

(+) : test faiblement positif

(-) : test négatif

(++) : test positif

(+++) : test fortement positif

Ce tableau montre que les graines de Lepidium sativum renferment des flavonoides, des
phénols, des tanins catéchiques, des flavonoides glycosides, stérols et des saponines. Cette
plante est toutefois dépourvue de tanins condensés, des triterpénes et des quinones libres.

Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques de Lepidium sativum ont démontré la
présence des saponines, tanins condensé, flavonoides, phénols, stéroides et flavonoides
glycosides et I’absence des triterpénes (Berehe et Boru, 2014) et ceci concorde avec les

résultats obtenus dans notre travail.

De méme les resultats realises par (Hussain et al ,2011) ont montré que Lepidium sativum

contient les flavonoides, saponines, tanins et les phénols.
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2. Dosage spectrophotometrique :
2.1. Teneur en polyphenols totaux :

Afin de caractériser 1’extrait préparé a partir des graines de Lepidium sativum, la
quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisé par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes

concentrations.

y=1,57x-0,094
0.9 1 R2=0,975 .
0.8 -

0.7 A
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -

Absorbance a 760 nm

0.2 A
0.1 A

0 T T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Concentration mg/ml

Figure Ne 20 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

La quantité des polyphénols correspondante a 1’extrait étudié a été rapportée en
milligramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (tableau Ne 5).

Tableau N° 5 : Teneur en phénols totaux dans I’extrait méthanolique

Echantillon dosée Teneurs en phénols totaux

(mg d’acide gallique/mg extrait)

L’extrait méthanolique de 2,108

Lepidium sativum
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Le résultat obtenu indique que la quantité des composés phénoliques est 2.108 mg
d’acide gallique/mg d’extrait. La teneur en polyphénols est relativement grande dans notre

extrait.

Le résultat que nous avons obtenus est inférieur a cet obtenu par Yadav et al, (2011)
ou ils ont trouvé un teneur €gale a 3,46 mg GAE/mg d’extrait. Cette différence observée peut

s’expliquer par la provenance géographique, le degré de maturité et la durée de stockage.

Les travaux conduits par Jency Malara et al, (2014) et Igbal Hussain et al, (2011)
confirment nos résultats en indiquant que ’extrait de la plante Lepidium sativum est riche en

polyphénols totaux.

2.2.Teneur en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
Bahorun et al, (1996). La quercétine considérée comme contrdle positif a permis de réaliser
une courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides de 1’extrait méthanolique
de la plante qui est exprimée en mg équivalent de la quercétine (EQ) par gramme d’extrait
(Figure Ne 21).

0.7 1 y = 0,488x + 0,045
2 _
g 06 - R%=0,923 R
c
© 05 -
o
<
AT 0.4 -
]
.

€ 03 -
= .
8 0.2 - ¢
0
< 01 -

O ‘ T T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration mg/ml

Figure Ne 21 : Droite d’étalonnage de la Quercetine.
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Le résultat de la teneur en flavonoides de 1’extrait étudié est présenté dans le tableau

suivant:
Tableau Ne 6 : Teneur en flavonoides dans I’extrait méthanolique.

Echantillon dosée Teneurs en flavonoide

(mg de quercetine/ g d’extrait)

Extrait méthanolique 840,16
Lepidium sativum

La teneur en flavonoides de I’extrait de Lepidium sativum étudié est égale a 840.16 mg
EQ/g d’extrait.

Les résultats obtenues par Jency Malara et al, (2014) et Igbal Hussain et al, (2011)
sont conformes avec notre résultat et confirment la richesse de la plante étudiée en

flavonoides.

Les résultats trouveés dans les travaux de Yadav et al, (2011) ; ont montré que la
teneur des flavonoides dans 1’extrait des graines de Lepidium sativum est de I’ordre de 1,572
mg QE/mg d’extrait. Mais cette teneur apparait supérieure par rapport a notre résultat. Cette
différence trouve probablement son explication dans la différence de la méthode d’extraction

utilisée.

3. Activité antioxydant :
3.1.Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante d’extrait méthanolique de Lepidium sativum et de
I’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide
d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette (DPPH?) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm.
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des
substances antiradicalaires.
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LA

I + Antioxydant -OH ——
N.

NOQ NO" NOQ
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N
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NO,
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Figure Ne 22 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Activité antioxydante de l'acide
ascorbique

+/

100

IC/

O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

concentration mg/ml

Figure N° 23 : % d’inhibition du radicale libre DPPH en fonction des concentrations de

I’acide ascorbique.
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activité antioxydante de L.sativum
100 -+
——0
t_;
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Figure N° 24 : % d’inhibition du radicale libre enfonction des concentrations de I’extrait.

D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistré
en présence de I’extrait de la plante est inférieur a celle de ’acide ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre 1C50.

4+ Evaluation de I’'IC50 :

IC50 est inversement lié & la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeurd’IC50 est basse, plus 'activité antioxydante d'un composé est élevé (Pokorny et al,
2001). La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extraits préparés.

e Les valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits testés sont représentées dans le

tableau suivant :
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Tableau Ne 7 : Les valeurs des IC50 des extraits testés.

L’échantillon IC50 (mg/ml)

Acide ascorbique 0,015

Lepidium sativum 0,137

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de 1’activité antiradicalaire de 1’extrait
des graines de Lepidium sativum, montrent que 1’extrait testé possede une acticité
antiradicalaire avec un 1C50% de I’ordre de 0,137mg/ml. En comparaison avec I’antioxydant
standard (I’ Acide ascorbique) qui démontre un 1C50%= 0,015mg/ml, nous constatons que

notre extrait est moins actif par rapport au standard.

Comparativement a d’autres études, nos résultats concordent avec ceux obtenus par

Indumathy et ses collaborateurs en 2013 sur I’extrait de graines de Lepidium sativum.

Les graines de Lepidium sativum ont fait I’objet de nombreux travaux dont les
résultats sont variables. Les travaux d’Yadav et al,(2011) ; Malara et al, (2014) et Rizwan et
al, (2015) présentent des valeurs respectives d’IC50%= 18,46pg/ml, 0,429mg/ml et 62pug/ml.
Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnement aux sur la composition

chimique de I’extrait ainsi que sur leurs activités biologiques.

Des études montrent que 1’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes medicinales (Mariod et al, 2009 ;
Locatelli et al, 2010 ; Halmi, 2015).
3.2.Test de la réduction du fer FRAP :

L’activité antioxydante d’extrait méthanolique de Lepidium sativum a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide étre productible. 1l est
universel peut étre applique aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits
organiques et aqueux.

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe*/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a
700nm.




Chapitre Il : Résultats et discussions

Pouvoir reducteur
1.2
1 —
£
=
S 08
~N
(G
g o6
s == extrait
£
9 04 =l=acide ascorbique
<
0.2
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
concentration mg/ml

Figure Ne 25 : Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique de Lepidium sativum et I’acide

ascorbique.

Les résultats obtenus dans la Figure Ne 25 montrent que la capacité de la réduction est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons. L’extrait de la plante
présente une activité antioxydante nettement inférieure a celle du produit de référence (acide
ascorbique), pour ce dernier la réduction est presque totale a partir d’une concentration de 0,2
mg/ml.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouves par Malara et al, (2014) et MohdMujeeb et
al, (2015) sur les extraits de Lepidium sativum.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
convertir en produits stables, parmi lesquelles les polyphénols (Ferreira et al, 2007), ce qui

explique le potentiel réducteur de I’extrait Lepidium sativum riche en polyphénols.

4. Etude de Pactivité analgésique (Test de torsion):

Le criblage de I’effet analgésique est réalisé par le test de 1’acide acétique, tres
répandu pour sa haute sensibilité et sa capacité de mettre en évidence les molécules aussi bien

a effet périphérique que central. On injecte une solution d’acide acétique a 17 par voie ip, 5
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min apres, on compte pour chaque rat le nombre de contorsion (NC) sur une durée de 20

minutes.

Le groupe témoin ayant recu de 1’eau physiologique présente apres injection

intrapéritonéale de 1’acide acétique a 1%, une moyenne de contorsions de 79+12 (Tableau

N°8).

L’administration par intrapéritonéale de Paracétamol a la dose de 200 mg/kg, présente

un nombre de contorsions qui est égale a 20£2 lié a I’administration de 1’acide acétique

(Tableau Ne 8).

Apres I’administration de I’acide acétique et I’extrait de Lepidium sativum a

différentes concentrations 250, 500 et 750 mg/kg respectivement par voie ip, le nombre de

contorsions a été enregistré dans le tableau Ne 8.

Tableau N 8 : Etude de I'activité antalgique de I'extrait méthanolique de L.sativum a l'acide

acétique.

Dose Nombre des crampes Pourcentage d’inhibition
Témoin 79+12 -

Dose 250mg/kg 63 +£16,30 20,257

Dose 500mg/kg 59+15,64 25,317

Dose 750mg/kg 22+3,29 72,157

Paracétamol 20+2 74,68
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Figure N° 26 : Le rat avec une crampe.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique de Lepidium sativum
présente un effet analgésique en réduisant le nombre de contorsions abdominales a toutes les
doses. Ceci suggere que I’extrait posséderait des composés qui agiraient selon le méme
mécanisme que le paracétamol, et par ce fait, inhiberait la COX-1 et la COX-2, empéchant la
synthése des prostaglandines (Le Bars et al, 2001).

A T’issu de ces résultats, il ressort que 1’extrait méthanolique de L.sativum posséderait
des propriétés analgésiques. Des résultats similaires ont été obtenus par MA Al-Yahya et al,
(1994) et N.D, Raval et B.Ravishankar, (2010).
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Conclusion

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, elle possede de nombreuses
plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources, une
plante aromatique Lepidium sativum a fait I’objet d’une étude phytochimique de leur extrait et
d’une évaluation de leur potentiel antioxydant.

Dans le présent travail, le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de
notre plante en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des flavonoides,

tanins, stérols, triterpenes et des phénols.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans
I’extrait analysé montre qu’il est riche par ces métabolites. La teneur en polyphénols est égale
a 2,108 mg d’acide gallique/mg d’extrait, et pour les flavonoides la teneur est égale a 840,16

mg de quercetine/g d’extrait.

L'activité antioxydante in vitro est aussi étudiée avec la méthode de réduction du
radical libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH) et la méthode de réduction du fer

(FRAP); chacune cible un mécanisme d’action des antioxydants.

Les deux tests ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a

I’augmentation de la concentration de I’extrait.

Selon les résultats obtenus du test de I’effet scavenger du radical DPPH, les I’extrait
méthanolique testé jouie d’un potentiel antiradicalaire appréciable surtout avec un IC50 de
0,137mg/ml.

Le pouvoir reducteur de 1’extrait méthanolique a été évalué et représenté par les
absorbances notées, on a enregistré 0,96 a la concentration 0.5 mg/ml, mais cette valeur est

inférieur a ’acide ascorbique qui s’est élevé a 1 a 0,5 mg/ml.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que 1’extrait testé de la plante
(L.sativum) est pourvue d’une activité antioxydante modérée. Néanmoins, cette activité reste

bien inférieure aux antioxydants des standards utilisés.

————————————
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L’activité analgéesique a été déterminée sur 13 rats, selon le test de torsion, Les

résultats indiquent que 1’extrait posseéde une activité analgésique.

En perspectives, des études a 1’échelle moléculaire sont nécessaires pour déterminer,
d’une part les composés des graines de Lepidium sativum (notamment ce qui concerne
I’identification et la purification des composés phénoliques) qui peuvent étre responsables de

tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composés accomplissent leurs

effets antioxydants.
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Annexes

La préparation des solutions :

v" Solution de ferricyanure de potassium KsFe a1 % :

Mélanger 1ml de ferricyanure de potassium avec 100ml de 1’eau distillée.

Donc : 2,50 = 250ml de H,O

v" Solution de TCA & 107 :
Me¢langer 10g de TCA dans 100ml de I’eau distillée.

Donc: 250 =ep 250mlde H,0

v Solution de FeCl; a4 0,17 :
Mélanger 0,1ml de FeCl; dans 100ml de I’eau distillée.

DonC: 0,40 wmmmmp 400ml H,O

v" Solution tampon phosphate a 0,2M et pH=6,6 :
a. Solution1l: NaHPO, — 28,4g + H,0 pour compléter 1L.
Donc : 28,4g — 1000ml

X=7,1g— 250ml

b. Solution2: NaH,PO,2H,0 — 31,21g+ H,0 pour compléter 1L.
Donc: 31,21g — 1000ml

X=7,8g — 250ml

En fin, Phosphate buffer a 0,2M et pH= 6,6 est un mélange de solution 1 et solution 2 dont

le volume 37,5ml et 62,5ml respectivement.
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