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Introduction

Introduction

La phytothérapie est l'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques, exploitée en
médecine traditionnelle depuis des siécles. Son efficacité et sa sécurité sont encore
controversées [1]. Elle représente une alternative intéressante au traitement et a la guérison,
sans creéer de nouvelles maladies. Malgre le développement trés important de 1’industrie
pharmaceutique et chimique, I’intérét pour les plantes médicinales n’a cess¢ de progresser

dans le monde [2].

Les plantes constituent le dépositaire de la pharmacopée mondiale. Plusieurs
médicaments importants sont fabriqués a partir de substances actives d'origine végétale. De
nombreux médicaments modernes sont également fabriqués a partir de ces matieres
premieres. Les plantes médicinales sont utilisées directement sous forme fraiche, séchée ou
transformée, stabilisée, extraite ou formulée avec d'autres excipients botaniques ou

synthétiques [3].

Le régne végétal est une énorme source de molécules chimiques complexes qui sont
utilisées par 1’étre humain dans diverses industries telles que I'industrie cosmétique, 1'industrie

alimentaire et lI'industrie pharmaceutique[4].

les plantes sont extrémement riches, elles contiennent des structures chimiques
complexes. Leur métabolisme contient des milliers de composes différents et leur effet
thérapeutique sont apparemment indépendant de tous les composés, ni de leur effets nocifs ou

toxiques.

La plante, sur laquelle est porté notre choix fait partie d’une espéce Lepidium sativum,
elle est utilisée traditionnellement dans les régions paysannes dans le traitement de différentes
maladies et dans de nombreuses régions du monde, comme anti-inflammatoires et
antimicrobiennes. Ses jeunes feuilles sont consommeées crues ou cuites, tandis que ses graines

sont utilisées fraiches ou séchées [5].

Le but de notre étude est consacré a l’extraction et a I’étude des propriétés anti-
oxydantes des graines de la plante lepiduim sativum (Hab. arched) et formulation d’une

solution buvable.

Ce travail est constitué de deux parties, une partie théorique et une partie expérimentale.
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La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de génie pharmaceutique a 1’université de

Bejaia.

La partie théorique
Elle consiste a réaliser une revue bibliographique organisée comme suit:
> Description de la plante et des graines de cresson, de leurs compositions et propriétés
pharmacologiques.
> Les propriétés phytochimique et anti-oxydante.
» Les formes liquides.
» L’étude de stabilité.

La partie expérimentale
> Décrit le matériel, les méthodes et le protocole expérimental utilisé pour I’extraction et
les analyses qualitative et quantitative.
» Formulation d’une solution buvable a base de I’extrait des grains de lepidium sativum.
» Exposition et discutions des résultats obtenus.

> Nous terminerons notre travail par une conclusion générale.
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Chapitre | : Généralités sur les plantes médicinales et les médicaments
forme liquide

I Introduction
De nombreuses formules a base de plantes sont utilisées dans la médecine

traditionnelle pour le traitement de certaines maladies [6]. 1’'Organisation mondiale de la
santé (OMS), a signalé que les plantes médicinales seraient la meilleure source pour
obtenir une variété de medicaments efficaces et moins nocifs7].Parmi ces plantes
médicinales, on trouve la plante lepidium sativum qui est connue de longue date pour ses
effets thérapeutiques et bienfaits. Elle est considérée comme une plante médicinale
importante depuis des années dans de nombreuses régions du monde [8].

1.1 Généralités sur la plante lepidium sativum
La famille des Brassicaceae, anciennement nommées « Cruciferes », est une
importante famille de plantes dicotylédones. Elle comprend 3709 especes, appartenant a
338 genres [9].Lepidium sativum (L. sativum) est 1’un des genres les plus représentés dans
cette famille, communément appelée cresson égyptien, mais elle est maintenant cultivée

dans le monde entier [10].

1.1.1 Description de la plante

C'est une herbe annuelle a croissance rapide, érigée, glabre et annuelle. Elle atteint une
hauteur de 15 a 45 cm, lorsqu'elle fleurit [11]. Les inflorescences sont apicales : quelques
groupes de petites fleurs blanches a 4 pétales (figure 1.1). Les graines sont produites par 2
dans de petites siliques dressées, largement ailées longue de 2 a 3 cm. Les graines sont

allongées, brun rouge[12].
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Figure 1.1:image représentant la plante de lepidium sativum[13, 14].

Dans le tableau 1.1, nous avons cité la dénomination de cette plante selon les régions du

monde.

Tableau 1.1: Noms communs de lepiduim sativum (Friedel,1904)

Longue Noms

Kabyle Elharf

Arabe LI s
Francais Cresson alénois
Francais Passeragecultivée
Italie Crescioneinglese
Anglais Garden pepperwort
Anglais Garden cress
Anglais Uplandcress
Allemand Gartenkresse
Latin Lepiduimsativum

Nom scientifique

Lepiduimsativumlin

1.1.2 Description des graines de cresson :

Les graines de cresson sont petites, de forme ovale, pointues et triangulaires a une extrémité,

lisses, d'environ 3-4 mm de long, 1-2 mm de large, de couleur brun rougeatre (figure 1.2).

Un sillon présent sur les deux surfaces s'étendant jusqu'aux deux tiers vers le bas, une légere

extension en forme d'aile présente sur les deux bords de la graine. En trempant dans I'eau, le

tégument se gonfle et se recouvre d'un mucilage transparent, incolore et mucilagineux [15].
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Figure 1.2 : les graines de la plante lepidium sativum

1.1.3 Origine et répartition géographique du L. sativum

L'origine exacte de L. sativum est inconnue, mais on pense qu’elle provient de
principalement des hautes terres d’Ethiopie et de I'Erythrée, tandis que I'Asie du sud-ouest et
de I'Europe occidentale sont considérées comme des centres secondaires d'origine. La culture
de Lepidium sativum est connue depuis I’antiquité en Gréce, en ltalie et en Egypte. 1l a été
consommé en Perse avant méme que le pain ait été bien connu. Actuellement, L. sativum ou le
cresson est cultivé dans le monde entier, y compris la plupart des pays africains, 1I’Amérique
du Nord et certaines parties de I'Europe (figure 1.3). En Inde, il pousse dans différentes zones

agro-climatiques [16].

Figure 1.3 : répartition géographique de lepidium sativum [17]
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I.1.4 Classification taxonomique du lepidium sativum (raval,2016).[18]

Reégne :plantae-plante

Sous regne :Tracheobionta-plante vasculaires
Super division :Spermatophyta-plantes a graines
Division :Magnoliophyta-plante a fleurs

Classe :Magnoliopsida-Dicotylédones

Sous classe :Dilleniidae

Ordre : Capparales

Famille :Brassicaceae-famille de la moutarde
Genre : Lepidium — herbes poivrée

Espéce :Lepidium sativum lin

1.1.5 Composants chimiques de lepidium sativum

La feuille :

contient des protéines, des lipides, des glucides, des minéraux - calcium et phosphore,
des oligo-éléments tels que le fer, le nickel, le cobalt et I'iode, contient également diverses
vitamines telles que la vitamine A, la thiamine, la riboflavine, la niacine et I'acide ascorbique.
[19]

Les graines :

Des études sur les graines de L. sativum indiquent qu'elles contiennent des glucides,
des protéines, des AG essentiels, du phosphore, du magnésium, du fer et du calcium
nécessaires a la croissance et au développement. Des composés phénoliques, des alcaloides,
des glycosides cardiotoniques, des flavonoides, des glucosinolates, des triterpenes, des tanins,
des phytostérols, des caroténoides et des tocophérols sont également présents dans les

graines[20]

D’apreés[21] Lepidium sativum est trés riche en vit C, E, A, B1, B2, des sels minéraux,

des glucosides.
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1.2 Les métabolites

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des
plantes et leur interaction avec I’environnement, ils sont également des sources importantes
pour les produits pharmaceutiques[22], On peut classer les métabolites secondaires en trois
grands groupes : les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces
classes renferme une trés grande diversité de composés qui posseédent une tres large gamme

d'activites en biologie humaine [23]

1.2.1 Les différentes classes des métabolites secondaires
1.2.2 Les alcaloides

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, avecun
degré variable de caractére basique. Depuis 1’identification du premier alcaloide en1806, plus
de dix mille alcaloides ont isolés des plantes [24]. Leurs propriétés biologiques, aussi variées
que leurs structures (figure 1.4), continuent a étre bénéfiques dans les traitements de

différentes maladies ou des dysfonctionnements de 1I’organisme humain[25]

COOH

N
N

Acide nicotinique

Figure 1.4: structure chimique d’acide nicotinique
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1.2.3 Les terpenoides

Le terme de terpenoides est attribué a tous les composés possedant une structure
moléculaire construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne, ces composé€s sont
majoritairement d’origine végétale [26]. Les terpenoides jouent un role clé dans la croissance
et le développement des plantes, leurs réponses a l'environnement et leurs processus
physiologiques. En tant que matiéres premieres, les terpenoides sont également largement
utilises dans la médecine, l'alimentation, les cosmétiques et d'autres industries. Les
terpenoides ont des effets anti tumoraux, anti-inflammatoires, antibactériens, antiviraux,
antipaludéens, favorisent l'absorption transdermique, préviennent et traitent les maladies
cardiovasculaires et ont des effets hypoglycémiants. Les terpenoides sont une classe de
produits naturels dérivés de l'acide mévalonique (MVA) composé de plusieurs éléments

constitutifs de 1’isopréne[27]

CH
0 2__OH
?/\I/\/ N
HO OH
Mevalonic acid Isoprene

Figure 1.5:structures chimiques de quelques terpenes.

1.2.4 Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols représentent un groupe de meétabolites
secondaires complexes, exclusivement synthétisés dans le regne végétal [28] La structure
chimique des polyphénols est caractérisée par un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes (figure 1.6) 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
les stilbenes [29] Ces composés sont également a I'origine d'activités humaines traditionnelles,
comme la recherche de molécules a activité pharmacologique. De plus, ce sont des parametres
importants pour la qualité des produits végétaux destinés a la consommation humaine
directement ou apres transformation, et ils jouent un réle important dans le processus

technologique [30]les composés phénoliques montrent des activités anti-carcinogénes, anti-
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inflammatoires, antiathérogenes, antithrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux,

anticancéreux, anti-allergenes et vasodilatateurs [31]

POLYPHENOLS

Flavonoides Acides Stilbénes Lignanes

Phénolique

Figure 1.6:0Organigramme des différentes familles de polyphénols.

1.2.5 Acides phénoliques :

Sont des composés phénoliques qui ont au moins un groupe carboxyle et un groupe
hydroxyle Phénol, dérivé de l'acide benzoique (C6-C1) ou de l'acide cinnamique (C6-C3).
Celui-ci aussi un ingrédient presque constant dans les plantes. Ils agissent comme des laxatifs
doux. Les acides phénoliques, tels que I'acide rosmarinique, sont de puissants antioxydants et

agents anti-inflammatoires qui peuvent avoir des propriétés antivirales[32]

1.2.6 Les flavonoides

Les flavonoides sont une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols , distribués de maniere omniprésente dans le régne végétal et de
nombreuses études ont montré que les flavonoides ont des activités , notamment des activités
antiallergique, antivirales, anti-inflammatoires, hépato protectrices, antioxydants, anti
thrombotiques, vasodilatatrices, antivirales et anticancéreuses[33]

I’ensemble des flavonoides (figure 1.7), de structure générale en C15 (C6-C3-C6),
comprend a lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes, dont
certaines ont une trés grandes importance biologique et technologique :les anthocyanes,
pigments rouges ou bleus, les flavones, et les flavonols, de couleur creme ou jaune clair, les
flavanes dont les produits de condensation sont a I’origine d’un groupe important de tannins

et les isoflavons qui jouent un réle dans la santé humaine[34]
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1
+

6'

Figure 1.7: squelette moléculaire de base des flavonoides avec la numérotation classique.

Dans le tableau 1.2, nous avons présenté les trois principales sous-familles des flavonoides.

Tableau 1.2:Les principales structures chimiques des flavonoides [35].

Flavonoide Structure

Flavones

Flavonol

Isoflavons

10
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1.2.7 Les lignanes

Les lignanes (figure 1.8) sont des polyphénols qui s'accumulent dans les tissus ligneux,
les graines et les racines de nombreuses plantes. Ces molécules, vrai semblablement

impliquées dans les mécanismes de défense chez la plante, mais sont également intéressantes

pour la santé humaine[36]

Figure 1.8: structure chimique de lignanes.

1.2.8 Les stilbénes

Les stilbenes (figure 1.9) sont une petite famille de métabolites secondaires
végétaux dérivés de la voie des phénylpropanoides et produits dans un certain nombre
d'especes végétales non apparentées. Ces composés ont de nombreuses effets sur la résistance

aux maladies des plantes et la santé humaine [37]

DAY,
OH
Wl

R,O

Figure 1.9 : structure chimique de stilbenes.
Lepidium sativum est une source de métabolites secondaires. llcontient des composés

actifs et des meétabolites secondaires, dont des polyphénols, des anthocyanes et des

flavonoides, qui présentent un intérét pharmaceutique et économique en particulier[38]
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1.3 Les antioxydants naturels

Dans la nature, chaque organisme est capable de mettre en place un ou plusieurs
systemes naturels de défense et de protection pour lutter contre les effets nocifs des radicaux
libres, molécules contenant un électron non partagé. Ceux-ci incluent les antioxydants tels que
définis et mis en évidence par (Halliwell en 1990) [39]Les antioxydants peuvent étre définis
comme toute substance capable d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables a
des concentrations relativement faibles et ainsi retarder ou empécher l'oxydation de ces
substrats[40]

Les graines de cresson contiennent des antioxydants qui aident a empécher les radicaux
libres d'endommager les cellules du corps. Parmi les antioxydants puissants trouvés dans
les graines de cresson on cite la vitamine A et la vitamine E[41]et d’aprés la composition de
ces grains en trouve qu’il contient autre antioxydants tel que flavonoides, les acide phénolique

et les tanins

1.3.1 Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E (figure 1.10) est le nom commun utilisé pour toutes les molécules
possédant des activités biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. L’a-
tocophérol est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Chez I'homme, elle
développe des activités antioxydants distinctives, et elle est la seule forme reconnue pour
satisfaire les besoins humains. De plus, cette forme est I'antioxydant liposoluble le plus
important et protege les membranes de lI'oxydation, en réagissant avec les radicaux lipidiques

créés lors de la réaction en chaine de la peroxydation lipidique [42].

a-Tocopherol
Vitamin E

Figure 1.10: structure chimique de la vitamine E.
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1.3.2 Vitamine C

La vitamine C(I’acide ascorbique) est un composé organique hydrosoluble (figure 1.11), tres
répandue dans le monde vivant. Il représente un réducteur trés puissant et possede de ce fait

un pourvoir antioxydant, qui est au centre de son activité biochimique [43].

Figure 1.11: la structure chimique de la vitamine C.

1.4 Utilisation thérapeutique de Lepidium sativum

Chaque partie de Lepidium sativum (graines et feuilles) est utilisée pour divers
traitements des maladies: Les graines sont appliquées dans une large gamme de fonctions
biologiques et de maladies telles que la lépre, les maladies de la peau et comme diurétique.
Les racines sont utilisées dans le traitement de la syphilis secondaire et du ténesme. Les
feuilles constituent un reméde antibactérien et un traitement du scorbut et de
I'népatopathie[44]

Une étude récente dans différentes parties de I'Arabie saoudite a montré que les
graines de L. sativum sont couramment utilisées comme antipyrétique, antirhumatismal,
diurétique et pour soulager les douleurs menstruelles et abdominales. lls sont également
utilisés dans le traitement des fractures et la guérison rapide[45]

En Asie du Sud, les graines de L. sativum sont utilisées comme remede traditionnel
contre la bronchite, I'asthme et la toux. Elles sont considérées comme des abortifs, des
diurétiques, des expectorants, des antibactériens, des stimulants gastro-intestinaux, des gastro
protecteurs, des laxatifs et des médicaments pour I'estomac. Ils sont également utilisés pour
soulager la douleur et I'enflure des articulations rhumatismales, ainsi que le hoquet, la

dysenterie, la diarrhée et les maladies de la peau causées par les impuretés du sang [46]

13



Chapitre 1Généralités sur les plantes médicinales et les médicaments forme liquide

1.5 Maladies traitées par lepidium sativum

1.5.1 Traitement de I’anémie

L’anémie est l'un des principaux problémes de santé publique qui touchent
particulierement les adolescentes. Les graines de Lepidium Sativum sont utilisées pour traiter
les patients souffrant d'anémie par insuffisance de fer. La consommation de ces graines

permet d'améliorer le taux d'hémoglobine au fil du temps [47]

1.5.1.1 L’anémie

L'anémie est une baisse anormale du taux d'hémoglobine dans le sang. Sa valeur seuil
en dessous de laquelle on parle d'anémie est variable selon I'dge et le sexe. Les causes
d'anémie sont multiples mais la carence en fer est la plus fréquente.

la carence en fer sont souvent associees a d'autres déficiences nutritionnelles,
vitaminiques et minérales[48] ainsi la carence en vitamine E peut étre I'origine de I'anémie

hémolytique chez I'enfant en bas age [49]

d’autre part la carence en vitamine E provoque la fragilité de globules rouges et une
dégénérescence des neurones, en particulier des axones périphériques et des neurones de la

colonne postérieure.[50]

1.5.1.2 Les symptémes de I'anémie
Les premiers signes d’une anémie sont une sensation de fatigue chronique, une paleur

(en particulier au niveau des paupieres inférieures), des vertiges, un essoufflement a 1’effort,
des troubles de la concentration et de la mémoire, une accélération du rythme cardiaque et des
maux de téte.

Dés I’apparition de ces symptomes, parlez-en a I’équipe médicale. Il ne faut pas laisser
s’installer I’anémie, d’autant plus que son diagnostic est aisé : votre médecin vous prescrira

une analyse de sang afin de vérifier votre taux d’hémoglobine dans le sang. [51]

1.5.2 Prévenir le cancer

Lepidium sativum a un effet anticancéreux due a la présence des isothiocyanates qui

aident a limiter le développement de cette maladie. Ils sont particulierement efficaces pour

14



Chapitre 1Généralités sur les plantes médicinales et les médicaments forme liquide

prévenir le cancer du poumon chez les fumeurs en inhibant les effets des cancérigenes

présents dans la fumée de cigarette [52]

1.5.3 Traitement du Diabete

Lepidium sativum peut étre utilisée comme un traitement efficace du diabéte, car il
réduit considérablement la glycémie dans le corps mais avec une consommation régulieres

ans exageration car une trop grande quantité peut aussi causer des problemes[53]

.6 L’extraction botanique

L'extraction botanique est un procédé visant a extraire certains composants présents
dans les plantes. Il s'agit d'une opération de séparation solide/liquide : un solide (végétal) est
en contact avec un fluide (solvant). Le composé végétal d'intérét est ensuite dissous et
contenu dans le solvant. La solution ainsi obtenue est I'extrait désiré[54]il existe plusieurs
méthodes d’extraction des composes végétaux tel que (extraction par le soxhlet, extraction

assistée par microonde, la macération ...etc)

1.6.1 Extraction par le soxhlet

L’extraction de Soxhlet est une méthode d’extraction tres simple qui nécessite peu de
formation, qui peut extraire un plus grand volume d'échantillons que la plupart des dernieres
alternatives comme 1’extraction assistée par micro-ondes,

Le principe de I'extraction au Soxhlet nécessite que I'échantillon soit placé dans un
niveau de débordement, un siphon aspire le soluté du porte-cartouche et le décharge dans le
ballon de distillation (figure 1.12). Cette opération est répétée jusqu'a ce que I'extraction soit
terminée [55]
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11:]1:"
9
= - 1- Agitateur magnétique.
¥ ; 2- Ballon a col rodé.
. 3- Retour de distillation (tube d'adduction).
- 4- Corps en verre (réservoire soxhlet).
= 5- Filtre (cartouche soxhlet).
= |8 c'ﬁ 6- Haut du siphon.
g £ 7-Sortie du siphon.
- .'Tj_!r;.7 '\ { 8- Adaptateur d'expansion.
O A 9- Condenseur.
=2 ‘ [ LJ 10- Entrée de l'eau de refroidissement.
V. o 11- Sortie de 'eau de refroidissement.
K —= [ 12- Chauffe ballon.

Figure 1.12 : schéma descriptif de ’appareil de soxhlet.

+ Les avantages

cette méthode est que 1’échantillon est en contact de maniére répétée avec du solvant
frais (déchargé des solutés déja extraits).
L’extraction est effectuée avec du solvant chaud favorisant la dissolution des

composeés recherchés[56]

L'extraction de Soxhlet est une technique généralement bien établie

Les inconvénients

Les inconvenients les plus importants de I'extraction Soxhlet, par rapport aux autres
techniques conventionnelles de préparation d'échantillons solides, sont le long temps
requis pour l'extraction et la grande quantité gaspillé, qui est non seulement codteux a
éliminer mais qui peut lui-méme causer des pertes supplémentaires.

Les échantillons sont généralement extraits au point d'ébullition du solvant pendant
une longue période de temps et la possibilité d'une décomposition thermique des

composés cibles.
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e Le dispositif Soxhlet classique est incapable de fournir une agitation, ce qui

accélérerait le processus. En raison de la grande quantité de solvant utilisé.

1.6.2 Extraction par macération

La macération est une méthode d'extraction liquide-solide a température ambiante
pendant une durée de 30 min a 48 h.. Dans de I’eau froide (macération aqueuse) ou une huile
végetale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voire plusieurs jours, pour permettre
aux constituants actifs de bien diffuser[57]La macération peut se faire dans une solution

alcoolique (macération alcoolique), de 1'eau, une saumure...

1.6.3 Extraction assistée par micro-onde

L’extraction assistée par microondes est un processus par lequel 1'énergie microonde accélere
I'extraction. Ce traitement accélere la rupture des cellules en provoquant une augmentation

rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules végétales [58]

1.7 Les médicaments

Un médicament est une substance ou composition possédant des propriétés curatives

ou préventives a 1’égard de maladies humaines ou animales [59]

Il existe plusieurs formes de médicament tell que les formes liquides.

1.7.1 Les formes liquides

Ce sont les formes les plus adaptées aux enfants car elles sont plus faciles a avaler et la
posologie peut étre adaptée en fonction du poids. Ils peuvent étre assaisonnés pour une

meilleure acceptation [60]

1.7.1.1 Lesirop
Est une préparation liquide a forte teneur en sucre. Il existe également des sirops sans

sucre, édulcorés avec des substituts de sucre comme l'aspartame, qui peuvent étre pris par les

personnes atteintes de diabéte
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1.7.1.2 Les suspensions buvables
La suspension est une préparation pharmaceutique contiennent un principe actif solide

dispersée en fines particules insolubles dans un liquide (phase dispersante)

1.7.1.3 Emulsions
Préparation stable de deux liquides non miscibles (eau et huile), il y a deux types

d’émulsions :
« Huile/eau (H/E)= les + courantes, dispersion de trés fines gouttelettes d’huile dans I’cau
* Eau/huile (E/H).

1.7.1.4 Les solutions buvables
Le PA est dissout dans un solvant a base d'eau ou un melange hydro alcoolique. Les

solutions buvables sont présentées, soit en ampoule (forme unitaire), soit en flacon de
contenance plus ou moins importante (forme multidose). Dans ce cas-1a, peut étre joint un

systéeme de mesure : compte-gouttes, seringue-doseuse, cuillere mesure [61].

1.8 Etude de stabilité des médicaments

Les études de stabilité font partie intégrante du dossier que les firmes pharmaceutiques
doivent introduire pour obtenir 1’autorisation de mise d’un médicament sur le marché. Ces

études recouvrent deux domaines[62]

+ Lastabilité du principe actif.

¢ La stabilitt du médicament dans lequel ce principe actif est incorpore.
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Il Introduction
Ce travail a été réalisé au laboratoire de Génie Pharmaceutique de I’université A-Mira

de Bejaia.
Dans cette partie nous avons fait :
> Extraction de substances a actions pharmacologiques, des graines de Lepidium sativum
avec la méthode de soxhlet.
> Détermination des teneurs des polyphénols, des flavonoides, de I’acide ascorbique
(Vitamine C) et du tocophérol (Vitamine E) par spectroscopie UV-visible.
» Etude de I’activité antioxydante de I’extrait puis la formulation d’une solution buvable

a base de I’extrait des grains de lepidium sativum.

1.1 Présentation du matériel végétal:

Notre étude est basée sur les graines de ’espéce lepidium sativum L. Les graines

fraiches ont été fournies par un herboriste au mois d’avril de I’année 2022 a Bejaia (Figure

11.2).

Figurell.l :graines de Lepidium sativum.

1.2 Préparation de I’échantillon

A T’aide d’un mortier (Figure I1.2), nous avons broy¢ finement 20g de graines de
lepidium sativum, qui est une étape essentielle avant de procéder I’extraction des principes
actifs.
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-b-
Figure 11.2:Photos qui montrent : a) I’étape de broyage des graines de cresson dans un

mortier en verre, b) la poudre obtenue apres broyage.

1.3 Extraction des composés phénoliques

11.3.1 Extraction par le soxhlet

11.3.1.1 Principe
L’extraction de Soxhlet est une méthode de séparation solide-liquide, qui peut

dissoudre des substances retenues par les particules solides, par des solvants de différentes
polarités a chaud. Le corps de I'extracteur (Soxhlet), constitué d’un réservoir en verre munit
d’une tubulure permettant le retour du solvant, dans lequel est placé une cartouche de
cellulose remplie de matiere solide, est disposé au-dessus d’un ballon en verre contenant un
solvant approprié et placé dans un chauffe-ballon (Figure II.3). L’ensemble du dispositif est
surmonté d'un condenseur (réfrigérant) permettant la circulation de I’eau de refroidissement.
Le solvant est chauffé¢ a la température d’ébullition, puis il s'évapore et se condense a
I’intérieur de I’extracteur ainsi que dans la cartouche, en entrainant avec lui les substances les

plus solubles contenues dans la poudre végétale[63].
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Figure 11.3:Photo montrant le montage de 1’extracteur de soxhlet.

11.4 Protocole d’extraction

Apres le remplissage de la cartouche avec une quantité de 15¢g de la poudre des graines
de lepidium sativum, on verse un volume de 800ml d’éthanol & 96% dans le ballon de 1 litre,
on chauffe jusqu’a ébullition. Nous devons contrdler 1’’évaporation du solvant qui doit étre en
équilibre avec sa condensation dans le réfrigérant et son retour dans 1’extracteur. Il faut veiller
a ce qu’il ne manque pas de solvant dans le ballon et rajouter une quantité si nécessaire.
L’extraction est répétée pendant deux jours et 2 cycles, pour augmenter le rendement en
extrait dans 1’éthanol. Pour avoir I’extrait final, nous avons réalis¢é deux procédés de

séparation qui sont la distillation suivie par la filtration.

11.4.1 Distillation

La distillation est un procédé de séparation de deux liquides de différentes
températures d’ébullition. Nous avons réalisé cette opération (Figure 11.4) pour concentrer les
substances qui existent dans I’extrait de soxhlet, par évaporation de I’éthanol jusqu’a quelques

ml de solution seulement qui subsiste & la fin de la distillation. Apres refroidissement, on
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mesure le volume et on pese la masse de 1’extrait concentré. Ce dernier est transvasé dans un
flacon ambré de 60 ml sec et stérilisé, et conservé hermétiquement a 1’abri de la chaleur et de

la lumiére.

Figure 11.4: dispositif de distillation.

11.4.2 Filtration

La filtration est une opération de séparation solide-liquide qui consiste a éliminer des
particules fines présentes dans I’extrait. Pour cela, nous utilisons un papier filtre Whatman de
porosité 1, placé au-dessus d’un entonnoir et disposé dans un erlenmeyer de 250 ml propre et
sec (figure 11.5). A la fin de la filtration, nous avons récupéré 56ml de 1’extrait de couleur
jaune , que nous avons conservé a l’abri de la lumiére dans un flacon ambré sec et

hermétiquement fermé.
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Figure 11.5: filtration de I’extrait

Le schéma suivant résume toutes les étapes que nous avons expliquées précédemment (Figure
11.6):

15g de poudre +800ml
d'éthanol

extraction par soxhlet a 80°c
pendant 2 jours et 2 cycles

récupération de l'extrait
concentré par distillation

filtration

conservation

Figure 11.6: Organigramme des étapes du protocole de I’extraction des graines de cresson.
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1.5 Détermination du rendement massique

Le rendement est calculé selon cette formule
R% = (Mech/Mext) + 100

+ R :rendement massique (%)
+ Mext : la masse de ’extrait sec

¢ Mech : la masse de la poudre

Par la suite, nous devons procéder aux différentes analyses et dosages de I’extrait.

11.6 Analyse par spectroscopie UV-visible

Le spectre UV-visible d’une molécule est un spectre de bande qui détermine
I’absorbance A en fonction de la longueur d’onde A. Cette bande présente généralement un
maximum d’absorption correspondant a la longueur d’onde maximale Amax (longueur d’onde
de la radiation qui provoque la transition électronique spécifique a chaque groupement ou
liaison chimique) et d’intensité proportionnelle au coefficient d’extinction molaire emax
propre a la molécule et qui dépend des conditions physico-chimiques du milieu. L’absorption
est due a certains groupements de la molécule appelés chromophores, qui sont des

groupements fonctionnels de la molécule [64].

Figure 11 7 : appareil UV-visible
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11.6.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
a eté decrit en 1966 par [65].Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3sPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleu de tungstene et demolybdene[66].

La coloration produite, dont 1’absorption maximum a 760nm est proportionnelle selon

le principe de la loi de Beer-Lambert a la quantité de polyphénols présents dans I’extrait [67].

-Mode opératoire
*  0.4ml de I’extrait dilué 100 fois dans 1’eau distillée est ajoutée a 1.6ml de solution de
carbonate de sodium Na,COs.
*  Apres agitation on rajoute 0.2 ml de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois (coloration bleue).
* On laisse la préparation 2 heures a la température du laboratoire.
* A la longueur d’onde de 765nm, I’absorbance de 1’échantillon est mesurée par rapport

au blanc (eau distillée, carbonate de sodium et le folin).

11.6.2 Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides des extraits des plantes sont quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium AICls.

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides
par ce réactif. Elle entraine la formation d’un complexe jaune qui absorbe a une longueur

d’onde de 430 nm [68].

-Mode opératoire

* A 4ml de I’extrait dilu¢ 100 fois dans le méthanol, on ajoute & 2ml de trichlorure

d’aluminium AlCIz 0.02 g/ml
* On laisse agir pendant 15 minutes.

* On effectue par la suite la mesure de 1’absorbance de la solution de I’extrait a la

longueur d’onde de 430nm, par rapport au blanc (4ml de méthanol et 2 ml de AlCI3).
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L’absorbance de I’extrait est comparée a celles des étalons de quercétine (flavonoide de
référence) préparés au préalable a différentes concentrations, et leurs absorbances mesurées
sous les mémes conditions & 430 nm. Celles-ci nous ont permis de tracer une courbe
d’¢étalonnage dont 1’équation nous permis déterminer la concentration en flavonoides dans

I’extrait.

11.6.3 Dosage de I’acide ascorbique (Vitamine C)

La vitamine C, acide L’ascorbique, est un composé organique hydrosoluble, trés
répandue dans le monde vivant. De formule chimique générale CesHgOs, la vitamine C

appartient aux groupes des sucres a 6 atomes de carbone et est un dérivé du D-Glucose[69].

H

..nl\o
. |II
O
o

HO

HO OH

Structure chimique de la vitamine C

- Mode opératoire

*  Préparation de la solution mere (SM) standard a 100mg/l. On a pes¢ Smg de 1’acide

ascorbique solide et fait dissoudre avec I’éthanol dans une fiole de S0ml.

* Préparation de quatre étalons de 1’acide ascorbique 5mg/l, 10mg/l, 15mg/l, 20mg/I1 de

volume 5 ml dans 1’éthanol.

Tableau I1.1 : préparation des étalons de la Vit C

Etalons 1 2 3 4
C(mg/l) 5 10 15 20
V (SM) ml 0.25 0.5 0.75 1
V (éthanol) ml 4.75 4.5 4.25 4
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* On mesure ’absorbance de la quatrieme préparation (20mg/l) par balayage de la
longueur d’ondeA dans le domaine [190nm-500nm]pour déterminer la Amax de la Vit
C.

*  On fixe par la suite la longueur d’onde a 296 nm, correspondant & Amax, et on mesure
les absorbances des étalons par rapport au blanc (éthanol).

* On trace la courbe d’étalonnage A= f(C) et on détermine son équation de type :
A=K; C + Ko.

* On mesure ensuite I’absorbance de 1’extrait dilué: on préléve 1ml d’extrait dilué, et on
ajoute 4ml d’éthanol. La valeur trouvée est comparée a celles des étalons, et en
utilisant I’équation de la courbe d’étalonnage, on déduit la concentration en Vit C dans

P’extrait dilué.

11.6.4 Dosage de la vitamine E (o.-tocopherol)

La vitamine E couvre un groupe de huit composés liposolubles distincts. D’une
maniere générale, la vitamine E se trouve surtout dans les noix, les graines et les huiles
végétales[70].Elle est insoluble dans 1’eau, mais soluble dans 1’éthanol, I’acétone et les huiles
végétales.

L’apport nutritionnel recommandée en vitamine E est fixé a 12 mg par jour, réglé par
une alimentation équilibrée contenant des fruits et des légumes . La structure chimique du

tocophérol (Vit E) est représentée ci-dessous.

Structure chimique de ’a-Tocophérol (Vit E)

-Mode opératoire
* Préparation de la solution standard de Vit E :
-Solution commerciale de Vit E pure de masse volumique p =0,947-0,951 g-cm™ et de
masse molaire 430.706 g/mole.
On préleve 500l de la vitamine E commerciale qu’on dilué avec 4.5ml d’ETOH.
* On prépare par la suite les étalons de Vit E selon le tableau I1.2.
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Tableau I1.2 : Préparation des étalons de vit E

V sol/stand (ml) 0.1 0.3 0.5
V éthanol 4.7 4.7 4.5
C (mg/ml) 1.52 5.68 9.47

- On effectue ensuite le balayage en longueurs d’onde dans I’'UV de 190 nm a 400 nm,
pour tracer le spectre d’absorption de I’étalon le plus concentré de la Vit E, par rapport
au blanc (éthanol). On trouve une bande d’absorption maximale de la Vit E
correspondant a la longueur d’onde maximale de 294 nm.

- On trace par la suite la courbe d’étalonnage A= f(C) de la Vit E, et on détermine son

I’équation de la forme A =K1 C + KO.

* Préparation de 1’échantillon de I’extrait: 0.2ml d’extrait dilué¢ 500 fois est mélangé
avec 4.8ml d’éthanol. Puis, on mesure ’absorbance de ’extrait ainsi dilué a la
longueur d’onde maximale de 294 nm de d’absorption de la Vit E par rapport au blanc
(éthanol).La valeur trouvée est comparée a celles des étalons, puis la concentration de

la Vit E dans I’extrait est calculée en utilisant I’équation de la courbe d’étalonnage.

11.6.5 Activité antioxydante par DPPH

Le test DPPH® permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systéme modéle (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le
radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne.
Le DPPH?, initialement violet, se transforme en DPPH-H (Figure 11.8), jaune pale. Le DPPH
est un radical libre qui absorbe a 517nm, les absorbances mesurées servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de

I’échantillon [71].
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VIOLET JAUNE

Figure 11.8: schéma réactionnel de réduction du DPPH°® avec une substance anti-oxydante.

-Mode opératoire

*

Solution 1 : on mélange 50ul de I’extrait dilué 100 fois par le méthanol avec 2 ml de
DPPH 4 6.10° mol/L et 1ml de MeOH.

Solution 2 : on mélange 10ul de I’extrait dilué 100 fois par le méthanol avec 2ml de
DPPH et 1ml de MeOH.

Pour la préparation du témoin, on a mélangé 50ul de méthanol avec 2ml de DPPH.
Apres 30 minutes & température ambiante, les absorbances de deux solutions sont
mesurées a une longueur d’onde de 517nm, par rapport au blanc (méthanol).

Le pourcentage de I’activité anti-oxydante est exprimé par I’équation de 1’inhibition de
radical DPPH® :

(Abs témoin — Abs échantillon)
E 3

Inhibition(%) = (Abs témoin)

100

Abs témoin : absorbance de témoin

Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon
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1.7 Formulation de solution buvable a base de vitamine E
11.7.1 Préparation des matiéres premieres

11.7.1.1 Préparation des excipients
Les excipients nécessaires a préparer la solution buvable sont : le glycérol, eau purifiée, acide

citrique, sorbate de potassium, chlorure de sodium et huile de cataire.

» Préparation de I’eau purifiée (solvant)
La préparation de 1’eau stérile est réalisée selon le protocole suivant :
On chauffe500ml d’eau distillée a ébullition et on maintient le chauffage pendant 20 minutes
sur une plaque chauffante. Apreés refroidissement, on stérilise avec 1goutte de 1’eau javela
13°. A la fin, ’eau purifiée est filtrée sur papier filtre de porosité 1 puis conservée

hermétiquement dans une fiole.

> Glyceérol (agent de texture)
Le glycérol, molécule purifiée de la glycérine est couramment employé dans de
nombreuses industries, avec des applications classiques dans les secteurs alimentaires,

cosmétiques ou encore pharmaceutiques[72].

HO OH

OH

Structure chimique de glycérol[73].

» Acide citrique(acidifiant)
L'acide citrique (acide faible anhydre ou monohydraté) est largement utiliseé dans
I’industrie pharmaceutique et I’industrie agroalimentaire. Son utilisation principale est liée a

sa capacité a ajuster le pH des solutions)[74].
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HOOC

COOH

Structure chimique de 1’acide citrique[75].

» Sorbate de potassium(conservateur)
Le sorbate de potassium(hexa-2,4-diénoate) CeH-O2Kest un agent conservateur, il libére 74 %
d’acide sorbique dont les propriétés antifongiques inhibent le développement des levures. Son
emploi est limité. L’acide sorbique n’est pas bactéricide, il est métabolisé par certaines

bactéries et donne des golts de “géranium” caractéristiques[76].

Hsc/w|\0— K*

Structure du sorbate de potassium

» Chlorure de sodium(solubilisant)
Le sel, ou chlorure de sodium (NaCl), est un minéral d’origine marine. Présent dans I’eau
lorsque les océans recouvraient la Terre, il s’est déposé en couches de sédiments a chaque

retrait de la mer[77]

» Huile de cataire(conservateur)
Nous avons utilisé 1’huile de cataire pour conserver notre formulation, en raison de sa
propriété remarquable de préservation des aliments et aussi pour masquer le godt.

11.7.2 Formulation de la solution buvable

Nous avons préparé deux formulations (Figure 11. 10 et 11) de différentes quantités selon la

pharmacopée européenne :
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v La premiére formulation a 60mg de vitamine E et 60 ml de solution
La préparation est faite selon les compositions de la pharmacopée présentées dans le
tableau I11.3.

Tableau I11.3: préparation de la premiére formulation

Excipient Eau Glyceérol Acide Sorbate de | Chlorure | Extrait
citrique potassium | de sodium
quantité 25ml 149 0.25g 7.5mg 0.1g 22.38ml

v' La deuxieme formulation a 66mg de vitamine E et 65 ml de solution
La préparation est faite selon les compositions de la pharmacopée avec un exces de
10% de la dose et présentées dans le tableau 11.4.

Tableaull.4 : préparation de la deuxieme formulation

Excipient Eau Glycérol | Acide Sorbate de | Chlorure de Extrait
citrique | potassium sodium
quantité 27.5ml 15.49 0.27g 8.25mg 0.11g 24.61ml

Les étapes de formulation sont résumées dons le schéma suivant :
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~
« Chauffage de glycérol avec I'eau purifiée
Etapel| @60°jusquadissolution complete.
J
] . )
« Ajout d'autre excipients en gardant
Etape 2| l'agitations et le chauffage
J
 L'ajout de l'extrait apres B
refferoidissement, puis filtration et
Etape 3]  conservation. )

Figure 11.9 : schéma des étapes de formulation de la solution buvable a base de I’extrait des

graines de cresson

-Formulation 1- -Formulation 2-

Figure 11.10:Photos qui montrent les deux formulations de solutions buvables(1 et 2).

Les deux solutions ont été conservées dans deux flacons ambrées et stériles de 100 ml de

capacité (Figure I1.11), avant de procéder a I’étude de la stabilité.
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Figure 11.11 : Photos représentant les deux formulations des solutions buvables

1.8 Etude de la stabilité de deux formulations (solution buvable)

Afin de suivre la stabilité de deux formulations, nous avons répété toutes les analyses
par UV-visible, que nous avions faites auparavant( dosage de polyphénols, flavonoides,

activité antioxydante, dosage des vitamines E et C).

Selon la pharmacopée européenne, 1’étude de stabilité des solutions buvables se fait
pendant un mois a 29°C. Pour nous, nous avons fait cette étude juste pendant 18 jours, en

conservant les formulations dans 1’environnement du laboratoire.

11.8.1 Mode opératoire

Nous avons suivi les mémes protocoles que précédemment pour le dosage des différents
principes actifs et activité antioxydante des deux formulations, résumés dans le tableau I1.5.
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Tableau 11.5 : protocole de dosage des solutions buvables

Dosage

Protocole

Longueur d’onde

Polyphénols

0.4ml de formulation diluée
100 fois avec I’eau distillée

+1.6ml de NaCO3+0.2ml de

folin dilué 10 fois (2 heures).

760 nm

Flavonoides

4ml de formulation diluée
100 fois avec MeOH +2ml
de AICI3( 15 minutes).

430 nm

Activité anti oxydante

50pl de formulation diluée
100 fois avec MeOH + 2ml
de DPPH + 1ml de méthanol
(30 minutes)

516 nm

Tocophérol (VitE)

0.5 ml de formulation dilué
500 fois avec éthanol + 4.5

ml d’éthanol.

295 nm

Acide ascorbique (Vit C)

0.5 ml de formulation dilué
10000 fois avec éthanol +
4.5 ml d’éthanol.

294 nm
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111 Introduction

Dans ce chapitre, nous allons présenter et discuter les résultats obtenus au cours de

notre étude sur I’extrait des graines de la plante lepidium sativum et la solution buvable

formulée, et sur leurs propriétés phytochimiques.

I11.1 Rendement massique et aspect de I’extrait

L’extraction des graines de lepidium sativum a été réalisée dans 1’éthanol 96%, et le calcul du

rendement, par rapport a la masse initiale de la poudre végétale abouti au résultat du tableau

.1 :

Résultats et discussion

Tableau I11.1: Rendement massique et aspect de I’extrait des graines de cresson

Poids d’Extrait (gramme)

Rendement

Couleur

48

31.25%

Marron

Discussion :

» La technique du Soxhlet est une méthode d’extraction simple qui permet d’avoir un

bon rendement.

» La couleur marronne de 1’extrait éthanolique indique qu’il est riche en polyphénols.

I11.2 Caractérisation qualitative des polyphénols et flavonoides dans les

graines de lepidium sativum

Dans le tableau 111.2, nous avons résumé les caractéristiques qualitatives par rapport a la

composition de I’extrait.
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Discussion :

> Les colorations bleue ou jaune, des solutions diluées de 1’extrait aprés ajout des

réactifs spécifiques, indiquent la présence des polyphénols et des flavonoides.

Tableau I111.2: Analyse qualitative visuelle

Meétabolite Réactifs d’identification Résultats positifs

A )

& J
&

#

Folin-Ciocalteu et carbonate ‘

s

Polyphénols de sodium (Na2CO3) ¥

Chlorure d’aluminium

Flavonoides (AICI3)

111.3 Analyse quantitative par la spectrophotométrie UV visible

111.3.1 Teneur en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols a été faite par le calcul en en utilisant la courbe
d’étalonnage linéaire Y=0.005X-0.094 et R2=0.997(Figure I11.1), réalisé avec une serie de
solutions étalons d’acide gallique a différentes concentrations, représentant la référence

pour les composés polyphénols.
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acide gallique
0,7
y =0,005x - 0,0941 °

0.6 R?=0,9975 -
@ 05
S 04 e
< o3 o
o) K e
< 02

0,1 o

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

concentration pg/ml

Figure 111.1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique
% Discussion

La concentration déterminée a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage est de
7.842mgEAG/mI EX. Les résultats obtenus montrent que notre extrait de lepidium sativum

est tres riche en polyphénols.

111.3.2 Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée a partir de 1’équation linéaire de la courbe

d’étalonnage de la quercétine Y=0.009X+0.041 et R2=0.993 (Figure 111.2).
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quercétine
3
y =0,0093x + 0,0414 ’
2,5 R2=0,9935
o 2 °.
o -
C
3
Q 15
o
(7]
D .
c pe
>
0,5 ._.--"
.
0
0 50 100 150 200 250 300

concentration

Figure 111.2: courbe d’étalonnage de la quercétine.

+» Discussion

350

La quantité des flavonoides calculé est 1.060mgEAG/mI EX. Ce résultat nous indique

qu’il existe une quantité non négligeable de flavonoides dans I’extrait.

111.3.3 Teneur en acide ascorbique (vitamine C)

Le dosage de I’acide ascorbique de I’extrait dilué avec éthanol est fait en fonction

d’une courbe d’étalonnage des solutions d’étalons (vitamine C) préparées a différentes

concentrations. L’équation de cette courbe estY=0.0021X+0.0609 et R2=0.9932(Figure

11.3).
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Vitamine C

0,11

y =0,0021x + 0,0609

0,11
R?=0,9932 .

0,10

0,10

000 e
0,09 '

0,08

absorbance

0,08
0,07
0,07

0,06
0 5 10 15 20 25

concentration mg/|

Figure 111.3 : courbe d’étalonnage de L’acide ascorbique (Vit C).

+»» Discussion

D’apres la valeur de I’absorbance de notre échantillon, on remarque que 1’acide
ascorbique est présent en forte concentration dans 1’extrait avec une teneur de 3.303mgEG/ml
EX.

111.3.4 Teneur en tocophérol ( vitamine E)

Le dosage des tocophérols de I’extrait dilué avec éthanol est fait en fonction d’une
courbe d’étalonnage des solutions d’étalons (vitamine E) préparés a différentes
concentrations. L’équation liniére de cette courbe est Y=0.0259X+0.0934 et
R2=0.9873(Figure 111.4).

40



Chapitre 111 Résultats et discussion

dosage de la vitamine E
0,4

0,35 y-=0,0259x+0,0934
R*=0,9873

o
w
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concentration mg/ml

Figure 111.4 : courbe d’étalonnage des Tocophérols (vitamine E).

+» Discussion

Nous avons obtenu une valeur de 2.753mg EG/ml EX, en vitamine E de 1’extrait. On
remarque que notre extrait renferme une quantité estimables Tocophérols (Vit E). C qui nous
permet de conclure que les graines de lepidium sativum pourraient avoir un effet

antianemique. ( la vitamine E aide les globules rouges de fixer le fer).

111.3.5 Activité antioxydante

Le pourcentage d’activité antioxydante de I’extrait des graines de lepidium sativum,
déterminée par 1’équation d’inhibition du radical DPPH® est de 96.89% pour 50 pL et de
90% pour 10uL d’extrait( Figure I11.5).

+* Discussion

D’apres le résultat obtenu, on constate que I’extrait éthanolique posséde une activité
antioxydante trés élevée, celle-ci est due a la présence d’un exces de composés phénoliques,

ainsi que des quantités importantes en vitamine C et en vitamine E.
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98

96

94

92

90

88

Pourcentage d'inhibition (%)

86

Activité anti-oxydante au DPPH°

10

Volume en pL de I'extrait

50

Figure 111.5 : Pourcentage d’inhibition de DPPH® en fonction de la quantité d’extrait.

Dans le tableau III.3, nous avons rassemblé ’essentiel de nos résultats quantitatifs et de

’activité phytochimique obtenus pour I’extrait de graines de cresson.

Tableau I11.3 :Composition et activité phytochimique de 1’extrait des graines de cresson.

Rendement
massique
(%)

Polyphénols
totaux

Flavonoides
totaux

Acide
ascorbique
(Vit C)

Tocophérols
(VitE)

Activité
anti-
oxydante au
DPPH°

31.25

7.842

1.060

3.303

2.753

96.89%
pour 50 pL
et de 90%
pour 10uL
d’extrait

42




Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.4L’étude de stabilité de la solution buvable antianémique

Nous avons suivi la stabilité des deux formulations de solution buvable, par analyse

UV-visible. Les résultats obtenus sont comme suit :

11.4.1 Pour les polyphénols

«» Discussion

D’apres les résultats représentés par I’histogramme de la Figure II1.6, on observe que la
deuxieme formulation est plus stable que la premiére formulation, parce que le taux en
polyphénols diminue dans cette derniere au bout de 18 jours sous les conditions

atmosphériques.

On conclut que la formulation qui contient un exces de 10 % en vitamine E, et aussi en extrait

est la plus stable en polyphénols.

polyphénols

0,1771 0,1785 0,1785

0,18 0,1624
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

0,117 W S1 3jours

m S1 8jours
W sl 18jours
S2 3jours
S2 8jours

s2 18jours

0,1135

abs

S1 3jours S1 8jours s1 18jours S2 3jours S2 8jours s2 18jours
formulations

Figure 111.6 : Histogramme représentant la variation de la teneur en polyphénols pendant la

durée de I’étude de stabilité des formulations S1 et S2 de la solution buvable antianémique.
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111.4.2 Pour les flavonoides

«+ Discussion :

L’examen des résultats (Figure I11.7) de I’étude de stabilité par rapport aux flavonoides,
montre que la formulation 1 est plus stable que la formulation 2, puisque la teneur en
flavonoides est plus importante au bout de 18 jours de conservation de la solution buvable.

Tandis que la teneur diminue dans la formulation 2.

Ceci est expliqué par le fait qu’il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer la stabilité
des différents composants dans les formulations, et que ceux-ci agissent différemment sur les

composants.

Par ailleurs, les conditions de conservation ne sont pas strictement identiques pour les deux
formulations, elles fluctuer d’un point a un autre du laboratoire. Ajoutant a ceci, le matériel de

stockage (flacons en verre) qui n’est pas le méme pour les deux formulations.

Flavonoides
11,5
12
10
o 7,98 W S1 3jours
©
.g 8 H sl 8jours
o
3 6 4,68 > 4,41 49 m 51 18jours
=
S a S2 3jours
B S2 8jours
2
s2 18jours
0

S1 3jours sl 8jours sl 18jours  S2 3jours S2 8jours  s2 18jours

formulations

Figure 111.7 :Histogramme représentant la variation de la teneur en flavonoides pendant la

durée de I’étude de stabilité des formulations S1 et S2 de la solution buvable antianémique.
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111.4.3 Pour Pactivité antioxydante

Les résultats sont illustrés par les variations de la figure 111.8

I'activité anti-oxydante au DPPH®

80

70

60 .

| S1 3jours

c
o 50 H S1 8jours
=
o 40 W S1 18jours
=
= 30 S2 3jours
-O .
X 20 S2 8jours

10 ﬂ S2 18jours

0 ay
S1 3jours S1 8jours S1 18jours S2 3jours S2 8jours S2 18jours
-10

formulations

Figure 111.8 :Histogramme représentant la variation de ’activité antioxydante pendant la

durée de 1’étude de stabilité des formulations S1 et S2 de la solution buvable antianémique.

% Discussion :
Nous remarquons que le pourcentage d’inhibition varie pratiquement de la méme
maniére dans les deux formulations, et que les valeurs décroissent relativement du 3°
jour au 18° jour. Les valeurs minimales ont été obtenues au 8° jour seulement. Cela est
dd aux conditions atmosphériques qui ne sont pas stables et non favorables ( excés
d’humidité, de chaleur, de lumiére...) qui font diminuer nettement cette activité.
La valeur maximale obtenue de I’ordre de 70% correspond a la formulation S2

renfermant un exces de 10 % en vitamine E et en extrait de graines de cresson.

111.4.4 Pour la vitamine E

La figure III. 9 représente la variation des quantités en vitamine E au cours de 1’étude de

stabilité de la solution buvable des deux formulations.
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VITE

25

23,4
20,25 20,4 20,61
20

161 m 51 3jours

15 13,1 m S1 8jours
W S1 18jours

10 S2 3jours

S2 8jours

s2 18jours

0

S1 3jours S18jours  S118jours  S2 3jours S2 8jours  s2 18jours
Formulations

% en Vit E

(9]

Figure 111.9:Histogramme représentant la variation de la teneur en vitamine E pendant la

durée de 1’étude de stabilité des formulations S1 et S2 de la solution buvable antianémique.

®,

% Discussion

D’aprés les valeurs de I’histogramme de la figure I11.9, nous observons une diminution
des quantités de Vit E au bout de 18 jours de conservation. Les valeurs sont inférieures
dans la formulation S2, relativement a celles de la formulation S1. Ce qui montre que
la formulation S1 est mieux conservée. Ceci est d0 a la qualité du verre du flacon de la

premiére formulation, qui permet une meilleure conservation vis-a-vis de la lumiére et
de la chaleur.

111.45 Pour la vitamine C

Les résultats de 1’é¢tude de la stabilité par rapport a la vitamine C sont représentés par
I’histogramme de la figure 111.10.

R/

% Discussion

Nous remarquons que les quantités en Vit C sont presque les mémes au bout du 3° et
du 18° jour pour les deux formulations, mais au bout de 8 jours la quantité d’acide
ascorbique est supérieure dans la formulation 2. On peut conclure que 1’acide

ascorbique n’est pas dégradé pendant la période de I’étude de stabilité. Ceci est en
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accord avec des ¢études antérieures qui montre que 1’acide ascorbique possede une
excellente propriété d’inhibition anti-oxydante et anti-radicalaire. De ce fait il résiste
mieux aux effets de dégradation chimique.

VITC

16 15,06

13,3
14
11,68
12
W S1 3jours
10 W S1 8jours
6,97 6,69 W sl 18jours
S2 3jours
S2 8jours
s2 18jours
0

S1 3jours S1 8jours s1 18jours S2 3jours S2 8jours s2 18jours
formulations

% en vit C
> ()} [o%e]

N

Figure 111.10:Histogramme représentant la variation de la teneur en Vit C pendant la durée de

I’étude de stabilité des formulations S1 et S2 de la solution buvable antianémique.
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de 1’étre humain. L’utilisation de ces
plantes en phytothérapie a suscité un grand intérét dans la recherche biomédicale, une telle
thérapie prévient l’apparition des effets secondaires observés lors de [’utilisation des

médicaments de synthése chimique.

Notre travail avait pour but de réaliser 1’extraction et I’étude des propriétés antioxydantes des
graines de lepidium sativum et 1’étude de la stabilité de la solution buvable préparée a partir
de I’extrait contenant les principes actifs comme les polyphénols, les flavonoides, la vitamine

C et la vitamine E .

L’extraction dans 1’éthanol des graines effectuée par la méthode de soxhlet a abouti a un
rendement de 31.25%. Cette méthode est plus sélective vis-a-vis de certains principes actifs

comme les tocophérols.

e La quantification des composés existant dans 1’extrait est faite par spectrophotométrie
UV-visible. Les résultats obtenus montrent la présence des métabolites (polyphénols et
flavonoides)

> Lateneur en polyphénols est égale a 7.842mg EG d’acide gallique/ml d’extrait

> Lateneur en flavonoides est égale & 1.060mg EG de quercétine/ml d’extrait.

Ainsi P’estimation quantitative de 1’extrait éthanolique analysé montre qu’il est riche en

tocophérol et en acide ascorbique.

» La teneur en tocophérol est de I’ordre de 2.753mg EG de vitamine E/ml EX.

> Lateneur en acide ascorbique est égale 3.303mg EG de vitamine C/ml EX.

La présence de forte quantité de tocophérols dans notre extrait nous a permis de suggérer la

formulation d’une solution buvable .

e L'activité antioxydante est étudiée avec la méthode de réduction du radical libre 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH°®). Le pourcentage d’activité antioxydante de
I’extrait des graines de lepidium sativum est de 96%. Ce qui implique que 1’extrait
éthanolique posséde une activité antioxydante trés élevée, celle-ci est due a la présence
d’un excés de composés phénoliques, ainsi que des quantités importantes en vitamine

C et en vitamine E.
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Conclusion

e [’¢tude de stabilit¢ des formulations (solution buvable) durant 18 jours indique que
plusieurs facteurs peuvent influencer sur la stabilité de ces différents composants tels
que les conditions de conservation et les conditions atmosphériques. Néanmoins, les
résultats ont montré que les polyphénols et 1’acide ascorbique subissent moins de

dégradation que les autres composants.

D’aprés ce travail, On conclue que les graines de Lepidium sativum Linn (cresson alénois) est
une source importante en substances actives qui peuvent avoir diverses applications dans le

domaine pharmaceutique.

> Perspectives :

e Refaire cette étude en utilisant d’autres méthodes d’analyse plus spécifique et
avec moins d’interférences pour mieux préciser les résultats quantitatifs des
métabolites et des vitamines.

e Appliquer d’autres méthodes d’extraction comme 1’hydrodistillation ou la
macération pour augmenter les rendements et cibler certains metabolites
seulement.

e Prolonger la durée de I’¢tude de stabilité¢ a 1 mois ou bien sous des conditions
de stress a des températures de 40°C ou de 70°C.

e Rajouter d’autres principes actifs a action antianémique comme de fer ou la

vitamine B12.
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Résumé

Les plantes médicinales ont récemment acquis une grande importance en raison de leurs
nombreux avantages dans la lutte contre les maladies. Parmi ces plantes, on trouve le Lepidium
Sativum, connue dans le domaine pharmaceutique pour ses innombrables propriétés
thérapeutiques. Pour notre étude, nous nous sommes intéressees a 1’extraction des gaines de L.
Sativum avec la méthode de soxhlet, qui a donné un bon rendement en composés phénoliques,
en flavonoides, en vitamines C et E. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait possede une
activité antioxydante trés importante, due a la richesse en composes phénoliques et vitamines
E et C. Ces résultats nous incité pour la préparation d’une solution buvable, et étudier sa stabilité
sous les conditions atmosphériques.

Mots clés : Lepidium Sativum, forme liquide, soxhlet, composées phénoliques, vitamine E,
vitamine C, activité antioxydante, stabilité.

Abstract

Medicinal plants have recently gained great importance due to their many benefits in fighting
diseases. Among these plants, we find Lepidium Sativum, known in the pharmaceutical field
for its innumerable therapeutic properties. For our study, we were interested in the extraction
of the sheaths of L. Sativum with the soxhlet method, which gave a good yield in phenolic
compounds, in flavonoids, in vitamins C and E. The results obtained show that the extract has
a very important antioxidant activity, due to the richness in phenolic compounds and vitamins
E and C. These results prompted us to prepare the oral anti-anaemic solution, and to study its

stability under atmospheric conditions.

Key words: Lepidium Sativum, liquid form, soxhlet, phenolic compounds, vitamin E, vitamin

C, antioxidant activity, anti-anemic, stability.



