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Résumé

Notre étude a pour objectif de tester la cytotoxicité de Ricinus communis L sur les
érythrocytes humaines ainsi que quelques parametres phytochimique ont étés évalués

L’extraction aqueuse des parties aériennes par infusion et décoction a été réservée au
criblage phytochimiques de la plante. L’huile des graines a été extraite par entrainement a la
vapeur d’eau (soxhley) en présence d’un solvant qui est I’hexane. Les résultats des tests
phytochimiques ont révélé la présence des métabolites secondaires notamment les tanins et les
saponines pour les deux types extraits. Le test de I’hémolyse des graines du ricin a été appliqué
sur les hématies pour une durée de 90mn et les résultats montrent que 1’huile végétale possede
un effet hémolytique plus élevé pour les extraits brut avec un pourcentage d’hémolyse de
66.88% aprés 45mn et 62.3% aprés 30 mn. Pour les dilutions de 50% les valeurs sont autour de
47.49 et 53.32 aprés 15mn et 45 mn d’incubation respectivement.
La toxicité du ricin sur les globules rouges augmente avec les concentrations des extraits et le

temps d’incubation

Mots clés : Ricinus communis ; Extraits aqueux ; L’huile végétale ; Hémolyse



Abstract

Our study aims to test the cytotoxicity of Ricinus communis L on human erythrocytes as
well as some phytochemical parameters have been evaluated.

The aqueous extraction of the aerial parts by infusion and decoction has been reserved for
the phytochemical screening of the plant. The seed oil was extracted by steam distillation
(soxhley) in the presence of a solvent which is hexane. The results of phytochemical tests
revealed the presence of secondary metabolites including tannins and saponins for both types
of extracts. The castor seed hemolysis test was applied to the red blood cells for a period of 90
minutes and the results show that vegetable oil has a higher hemolytic effect for the crude
extracts with a hemolysis percentage of 66.88% after 45 mins and 62.3% after 30 mins. For the
50% dilutions the values are around 47.49 and 53.32 after 15 min and 45 min of incubation
respectively.

The toxicity of castor on red blood cells increases with the concentrations of the extracts and

the incubation time

Keywords: Ricinus communis ; Aqueous extracts ; vegetable oil ; Hemolysis
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En effet, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire
des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires.

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est en croissance partout dans le monde, mais
une majorité des personnes ne connait certainement pas les effets secondaires éventuels des
plantes, ni comment et quand elles peuvent étre utilisées en toute sécurité (Zakariya et al.,

2012).

La notion de dose est déterminante. Certaines plantes utilisées a visé thérapeutique peuvent
a fortes doses, présenter une menace pour la santé de I'nhomme (Fourasté, 2000), Il est donc
nécessaire d'identifier la partie de la plante utilisable. En effet, le principe actif d'une plante
toxique peut étre réparti sur toute la plante ou dans une ou plusieurs de ses parties : la racine,

les baies ou les feuilles (Soulaymani, 2010).

Dans le cadre de la recherche de molécules a activités biologiques nouvelles d'origine
végetale, il est préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le hasard, mais de le
circonscrire selon divers critéres. Le plus utilisé est celui de leur emploi en médecine
traditionnelle ou populaire qui valorise I'expérience accumulée par les autochtones dans le
monde entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité est de considérer

I'écosysteme dans lequel se développent les especes végétales (Ghourri et al, 2013).

L'Algérie, de par sa situation géographique, bénéficie d'un climat tres diversifié, les plantes
poussent en abondance dans les régions cétiéres, montagneuses et également sahariennes
(Mahmoudi, 1987) : (Belouad, 1998)].

L'intérét de la plante exige qu'une approche de sa toxicité puisse étre entreprise en vue de son

adaptation en tradithérapie (Ouedraogo et al., 2001).

Parmi les plantes toxiques le Ricinus communis, appartient a la famille des Euphorbiacées
qui est d'aspect trés variable, les plantes de cette famille se caractérisent essentiellement par
leur latex blanc, irritant la peau. Le ricin est originaire d'Afrique tropicale, il s'est répandu un
peu partout dans le monde, 1a ou le climat le permettait. On le retrouve aussi sous des climats

subtropicaux, mais également sous les climats tempéres.
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Cette plante est communément appelée en Algérie sous le nom de « Kharouaa », qui est la cause
de plusieurs intoxications survenant surtout en période de maturation des graines due a la
preésence des glycoprotéines hautement toxique. C’est dans ce contexte s'inscrit le présent
travail dont l'objectif essentiel consiste a étudier la toxicité cytologique de I’huile de ricin sur
les hématies humaines par des tests de 1’activité hemolytique. Quelques métabolites secondaires

ont été évalués qualitativement.
Notre mémoire est articulé en deux parties distinctes :

La premiére partie propose une mise au point bibliographique concernant les plantes
médicinales, une présentation de la plante étudiée (Ricinus communis L) et finalement

quelques notions sur hémolyse.

v La deuxieme partie expérimentale ou nous avons réalisé comme premier chapitre,
mateériels et méthodologie, nous rapportons aussi I’évaluation de I’effet hémolytique de cette
plante vis-a-vis les globules rouges, Quelques parametres phytochimiques ont été évalués
Le deuxiéme chapitre présentera les résultats obtenus avec leurs interprétations qui seront suivis

d’une conclusion générale.
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1. 1. Généralités

Depuis des milliers d’années, I’homme utilise les plantes trouvées dans la nature pour traiter et
soigner des maladies (Sanago, 2006). L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés
ancienne et connait actuellement une région d’intérét auprés du public, selon 1’organisation
mondiale de la santé (O.M.S.,2003) environ 65- 80% de la population mondiale a recours au
médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la

pauvrete et du manque d’ acces a la médicine moderne.

1. 2. Définition des plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante dont les organes (les feuilles 1’écorce ou fruits...etc.)
possédent des vertus curative et parfois toxiques selon son dosage. (Messaudi, 2008), Une
« drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisee a 1’état frais ou sous la forme
desséchée (Fouché et al, 2000). L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue,
désigne donc une matiere premiére naturelle servant a la fabrication de médicaments
(Mohammedi, 2013).

Il existe une définition officielle des plantes médicinales, ¢’est ceux qui ont une inscription a la
pharmacopée. Selon le code de la santé publique la pharmacopée les considére comme
médicaments, leur vente est le monopole des pharmaciens et des herboristes. Donc on appelle
une plante médicinale toute plante ayant des propriétés thérapeutiques. Actuellement et Grace
aux progrés scientifiques la thérapeutique a beaucoup évoluée et a utilisé la plante comme

matiere premiere pour la production des médicaments (Chevallier, 2001).

1. 3. L’histoire des plantes médicinales

L’homme a toujours utilisé les plantes a des fins thérapeutiques. L’emploi de ces plantes est
tres valorisé dans toutes les traditions médicales, il y a deux cents ans encore les moyens
thérapeutiques naturels étaient les seuls remedes dont disposait I’humanité. Leur utilisation et
leurs effets ont donc été minutieusement étudiés, documentés et développés. (Grinwald et
Janicke, 2006). Les soins par les plantes, aussi appelées phytothérapie, est une science
millénaire trés ancienne basée sur un savoir empirique qui s'est transmis et enrichi au fil
d'innombrables générations. Il est trés difficile d’établir avec précision 1’origine de la premiére
utilisation des plantes par les humains comme thérapie car toutes les cultures les ont utilisées a

un moment de leur histoire comme source de traitement ; La phytothérapie a été pendant des
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siecles, utilisées par les chamans, les druides et les prétres dans leurs pratiques mystiques et
c’est au fil des siécles que I’homme a su exploiter les vertus thérapeutiques des plantes (Iserin
et al, 2001)

1. 4. L’action des plantes médicinales

Dans les cas extrémes, 1’action de la médecine moderne soulage les partis de maniére indéniable
et sauve de nombreuses vies. Un article apparu dans la presse en 1993, décrivant la situation
catastrophique dans laquelle se trouvaient un hdpital de Sarajevo, la capitale bosniaque
assiégée, signalait que les médecins, totalement dépourvus de médicaments, €taient contraints
d’utiliser une plante trés répandue en Europe, la valériane (Valeriana officinalis), comme

analgésique et anesthésiant pour soigner les blessés.

Cette plante, efficace pour soulager I’anxiété et la tentions nerveuse, posséde des principes
actifs a effets sédatifs, dont le mécanisme d’action n’est pas encore connu. Les médicaments
chimiques peuvent enrayer les infections bien plus efficacement que bien d’autres traitements.
De méme, les techniques chirurgicales modernes augmentent les chances de vaincre ou de

soigner des maladies et des blessures graves. (Botrel et al. 2007).

1.5. Les metabolites primaires

Les premiers produits de photosynthese sont des substances de bas poids moléculaires tels :
lessucres ; les acides gras et les acides aminés.

% Les lipides

Sont des substances naturelles, constituées d’esters, d’un alcool ou d’un polyol et d’acides gras.
Ce sont des substances hydrophobes et parfois amphiphiles, solubles dans les solvants
organiques polaires et apolaires et sont non volatils. lls rentrent dans les constituants de
structures cellulaires tels : les glycolipides, les phospholipides membranaires, ils savent aussi
étre des éléments de revétement comme les cires ou les cutines, toutefois aussi des substances
de réserves, sources d’énergies (Bruneton, 1999).

% Lesglucides

Ce sont des composés universels du monde vivant, chez les végétaux parfois appelés hydrates
de Carbone (ce sont des composés organiques carbonylés poly hydroxylés). lls représentent
pour les végétaux : Un moyen de stockage de I’énergie solaire, ils forment le groupe le plus
important, sous forme de polymeres (amidon) ; Des éléments de soutien, ils participent a la
structure du végétal (cellulose...) ; constituants de métabolites (les enzymes, acides nucléiques

...) ; Des précurseurs des autres métabolites (Bruneton, 1999).




Partie synthese bibliographique

% Les protéines

Constituées principalement d’acides amings, elles jouent un rdle fonctionnel (les enzymes) et
un réle dans la structure du végétal. Le rble diététique des protéines végétales est loin d’étre
négligeable mais également leur utilisation en pharmacie aussi bien dans le domaine médicale

ou industriel (chimique ou agroalimentaire) (Bruneton, 1993)

1. 6. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules qui ne sont pas directement impliquées dans
les processus de croissance des organismes vivants, contrairement aux métabolites primaires.
IIs sont plus spécifiques aux plantes, bactéries et champignons, mais on les découvre également
chez certains groupes animaux. (Gravot, 2009). Les métabolites secondaires présentent une
infinie variété de substances, dont le role dans la plante est encore souvent mal connu. Un grand
nombre de ces métabolites secondaire présente des propriétés pharmacologique intéressantes
par fois exploitées dans un but thérapeutiques, soit apres extraction a partir de la plante,
(morphine du pavot, quinine de quinquina...etc) soit directement, on utilise alors la plante ou

une préparation simple issue de la plante (poudre, teinture, extrait...etc). (Bénédicte, 2007)

+ Les alcaloides

Initialement définis comme des substances naturelles azotées a réaction basique fréquente issus
d’acides aminés. D’origine naturelle et de distribution restreinte, les alcaloides ont une structure
complexe : leur atome d'azote est inclus dans un systeme héterocyclique et ils possédent une
activité pharmacologique significative, pour certains auteurs, ils sont issus du seul regne
végétal. En général, ils portent le nom du végétal qui les contient (Kunkele et Lobmeyer, 2007).
Tous les alcaloides ont une action physiologique intense, médicamenteuse ou toxique. Tres
actifs, les alcaloides ont donné naissance a de nombreux médicament (Ali-Delille, 2013). Ils
existent a I'état de sels et I'on peut ajouter qu'ils sont bio-synthétiquement formés a partir D’un
acide aminé. Ces eléments caractérisent ce que l'on peut appeler les alcaloides vrais. Le plus
souvent, Les pseudo-alcaloides présentent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais mais
ne sont pas des derivés des acides amings.

Les alcaloides possedent des effets thérapeutiques variés : Action dépressive (morphine,
scopolamine...) ou stimulante (caféine, strychnine) sur le systéme nerveux centrale ;Action
sympathomimétique (éphédrine) ou sympatholytique (yohimbine, certains alcaloides de I’ergot
de seigle), parasympathomimétique (physostigmine, pilocarpine), anti cholinergique (atropine,

hyoscyamine) ou ganglioplégique (nicotine, spartéine) sur le systtme nerveux autonome ;
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Action anti tumorale (vinblastine, ellipticine) ;Action curarisante, anesthésique locale (cocaine)
; Action antif brillante (quinidine) ;antipaludique (quinine) et amibicide (émétine). Ce qui
conduit a une large utilisation des plantes a alcaloides dans différents traitements soit sous
forme de préparations galéniques ou comme matiéres premiéres pour les extractions

industrielles, mais un usage qui reste délicat suite a leurs puissants effets (Bruneton, 1999)

% Les tanins

C’est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour tanner
les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant
une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présentent avec les réactions classiques
des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres protéines. Il existe
deux catégories : les tanins condenses (proanthocyanidols) et les tanins hydrosolubles (tanins
galliques et ellagiques) qui différent par leur structure chimique et 1’origine biogénique. Cette
substance possede en outre des propriétés antiseptiques mais également antibiotiques,
astringentes, anti-diarrhéiques, anti-inflammatoires, hémostatiques et Vasoconstrictrices
(diminution du calibre des vaisseaux sanguins). Les plantes contenant du tanin sont par exemple
le chéne (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

La majoriteé des propriétés biologiques des tanins sont liées au pouvoir de former des complexes
avec les macromolécules particulierement avec les protéines (enzymes digestives et autres,
protéines fongiques ou virales). Il en est de méme des problémes qu'ils peuvent poser dans
I'industrie agroalimentaire (trouble dans les biéres), ou en agriculture (valeur nutritive des
fourrages, formation des acides humiques). Par voie externe, ils impermeabilisent les couches
externes de la peau et des muqueuses protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; elles ont un
effet vasoconstricteur sur les petits aisseaux superficiels également. Les tanins favorisent la

régénération des tissus en cas de blessure superficielle ou de bralures.

% Les flavonoides
Ils sont a 1’origine de la coloration des feuilles, fleur, fruit ainsi que d’autres parties végétales.
Les trois groupes principaux existants sont les flavanols, flavonones et flavones (Kunkele et
Lobmeyer, 2007). Les flavonoides sont des antibactériennes (Wichtl et Anton, 2003). Les
propriétés des flavonoides sont aujourd’hui largement étudiées dans le domaine médical :
activité antivirale, anti tumorale, anti inflammatoire, anti allergique et anticancéreuse (Bessas
et al, 2008), antioxydants d’ou leur usage pour le maintien d’une bonne circulation, veinotrope

et protecteurs capillaires, hepatoprotecteurs et antithrombiques
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Les flavonoides lato sensu sont des pigments presque universels des végétaux. Quasiment
toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles, tel les flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonols), les anthocyanosides rouges,
bleus ou violets. Les flavonoides sont également présents dans la cuticule foliaire et dans les
cellules épidermiques des feuilles, assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs
du rayonnement ultraviolet (Bruneton, 1999). Retrouvés genéralement dans les plantes
vasculaires ou ils peuvent se localiser différentes parties de la plante telle les racines, tiges,
feuilles, fleurs et les fruits (Laurant-Berthoud, 2013). Plus de 4 000 des flavonoides, ont une
origine biosynthétiqgue commune et de ce fait, possédent le méme élément structural de base, a
savoir I'enchainement 2-phénylchromane. lls peuvent étre regroupés en une douzaine de classes
selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central, lequel peut étre ouvert et re-cyclisé en
un motif furanique (Bruneton, 1999). Se répartissant en plusieurs classes de molécules, les plus
importantes sont les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les

isoflavanones, les anthocyanes et les chalcones

% Les phénols
Sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique et au moins d'un groupe
hydroxyle, ils sont solubles dans les solvants polaires, leur biosynthése dérive de l'acide
benzoique et de I'acide cinnamique (Wichtl et Anton, 2003). Les phénols posseédent des activités

anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin et al, 2001).

% Les terpenes
Les terpénes présentent un vaste groupe de produits naturels largement répandu dans le regne
végétal et animal, renfermant des molécules trés volatiles. Les terpénes ont une structure de
base non aromatique renfermant uniquement du carbone, De 1’oxygeéne ainsi que de
I’hydrogéne. Les terpénes et stéroides ont une structure de base non aromatique, ils ont aussi
un point commun essentiel formes par l'assemblage d'un nombre entier d'unités

pentacarbonnées ramifiées dérivées du 2-méthylbutadiene (Bruneton, 1999)

% Les saponosides
Appelés aussi saponines, vient du latin « sapo » qui signifie savon et « oside » qui signifie sucre,
ce sont des substances glycosidiques végétales, ayant la particularité de se mousser en présence
de ’eau et ce par leur effet tensioactif (par diminution de la tension superficielle entre les
particules d’eau). Les saponines constituent un vaste groupe d'hétérosides trés fréquents chezles

végétaux. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensio-actives, ils se dissolvent dans I'eau
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en formant des solutions moussantes. C'est dailleurs sur leur tensioactivité qu'est fondée
I'utilisation multiséculaire de certaines drogues qui en referment : la saponaire (Saponaria
officinalis L.), saponis (le savon), pendant longtemps, constitué dans nos régions un détergent
ménager d'usage courant tout comme l'ont été, sous les tropiques, les fruits de divers « savons
indiens » (sapa + India ->Sapindus) : S. sapanaria L., S. marginatus Willd. La plupart des
saponosides possédent des propriétés hémolytiques et sont toxiques a I'égard des animaux a
sang froid, principalement les poissons ; Leur propriété hémolytique leur permet d’interagir
avec les stérols de la membrane érythrocytaire, cette interaction induit une augmentation de la
perméabilité membranaire et un mouvement des ions le sodium et I'eau entrent, le potassium
fuit, la membrane éclate, permettant ainsi la fuite de 1’hémoglobine. Mais aussi assurent la

défense du végétal contre I'attaque microbienne ou fongique (Bruneton, 1999).

¢ Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont définies ainsi a la pharmacopée européenne (2008) « Produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une mati¢re premicre
végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Ce sont des molécules a noyau
aromatique, a caractere volatil offrant a la plante une odeur caractéristique. On trouve ces
molécules dans les organes sécréteurs. Les huiles essentielles jouent un réle de protection des
plantes contre un exces de lumiére et attirent les insectes pollinisateurs ; elles sont utilisées pour
soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies, eczéma, et soulagent les problemes
intestinaux) , elles sont largement utilisées par I’homme dans ses pratiques pour se parfumer,
aromatiser la nourriture et pour se soigner. Elles possédent de nombreuses propriétés
biologiques utilisées comme antiseptiques et antimicrobiens dans diverses infections (Iserin et
al, 2001) .

1.7. Composition chimique des huiles végétales

Des chaines d’acides gras variables comportent un nombre pair d’atomes de carbone, allant de
4 a 22 (Zhang et al 1999). Dans le régne végétal, cing acides gras sont prédominants . Ce sont
les acides gras saturés : palmitique (C16 :0) et stéarique (C18 :0) et insaturés : oléique (C18 :1),
linoléique (C18 :2) et a-linolénique (C18 :3). Quant au degré d’insaturation, il peut concerner

jusqu’a six doubles liaisons.
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1. 8. L’extraction d’huile végétale

L’extraction d’huile se fait par plusieurs techniques, selon la teneur en huile : pressage
mécanique et/ou extraction par solvant. Les graines dites « riches » en huile sont tout d’abord
triturées par pressage mécanique. Ce procédé permet la récupération d’une huile de trés grande
qualité, mais reste toutefois incomplet (20 % de matiére grasse résiduelle dans le tourteau de
pression) et demande d’étre finalisé par une extraction solide/liquide a I’aide de 1’hexane. Les
graines végétales classées « pauvres » en huile (Salager, 1979) sont directement traitées par
extraction au solvant aprés les prétraitements présentés précédemment. Cette derniere méthode
d’extraction permet une récupération quasi complete de I’huile contenue dans tout type de

graine.

1. 8. 1. L’extraction mécanique par pressage

L’extraction mécanique par pressage est la méthode la moins couteuse et la moins invasive. Son
principe repose sur I'expulsion de I'huile de la graine sous |'effet d’'une compression mécanique. Ce
type de production induit des mécanismes naturels tels que la compaction du tourteau due a
I’'augmentation de la pression au sein des pores, ce qui provoque un déshuilage par drainage (AlSofi

et al 2020).

Vis Cage / Fourreau Céne mobile

Section hélicoidale
Section libre

= N

Zone
d’alimentation

Couteaux Barreau

|

Ecoulement de Zone de décharge
I"huile

Figure 1: Représentation schématique d’une presse a vis (AlSofi et al 2020)

1. 8. 2. L’extraction par solvant

L’extraction par solvant est appliquée pour récupérer 1’huile difficile d’atteinte, telle que I’huile
présente dans le tourteau de presse ou dans les graines oléagineuses pauvres en huile. Il s’agit
de la technique d’extraction la plus efficace, puisqu’elle assure la récupération quasi totale de

I’huile. Au niveau industriel, un seul solvant est utilis€ pour 1’extraction d’huile. Ainsi cette

0
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étape est souvent nommeée, extraction a I’hexane. L’hexane est sélectionné pour plusieurs
propriétés avantageuses. D’abord pour sa trés grande sélectivité pour les lipides, mais aussi

pour son faible codt et sa capacité de recyclage (Fine et al 2013)

1. 8. 3. L’extraction par fluides supercritiques

Le procédé alternatif utilisant des fluides supercritiques se base sur des principes de la
thermodynamique reliant 1’état physique de la matiére a des valeurs précises de température et
de pression. L’état supercritique est un pseudo-état entre 1’état liquide et I’état gazeux. De ce
fait, 1’état supercritique posséde les propriétes de solvatation des liquides et de diffusivité des
gaz. Il est obtenu quand la température et la pression sont supérieures aux valeurs critiques
(Figure 2). A 1’état supercritique, le solvant posséde des propriétés remarquables intermédiaires
entre un liquide et un gaz (viscosité, densité, diffusivité) (Benaissi, 2013). Le CO2 est le solvant
le plus utilisé pour 1’extraction en conditions supercritiques en raison de ses valeurs modérées
de pression et de température critiques (73,8 bars et 31,1 °C, respectivement), de son

abondance, sa non-toxicité, son non inflammabilité et son colt modéré.
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Figure 2 : Principe d’extraction par CO2 supercritique a partir du diagramme de phases
(Benaissi, 2013).

1. 8. 4. L’extraction par Soxhlet

Le principe est le méme que pour toute extraction, mais ici se pose le probléme de la diffusion
du solvant dans la phase solide, qui peut étre tres lente. Il faut réaliser un tres grand nombre
d'extractions successives pour obtenir une séparation satisfaisante. L'extracteur de Soxhlet est
un appareil spécialement congu pour I'extraction continue solide liquide. Le solvant (5 a 10 fois
la quantité de I'échantillon solide & extraire) est porté a ébullition, puis condensé avec le

condenseur a boules, dans le réservoir a siphon contenant le solide a extraire dans une cartouche

n
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de papier épais. Le contact entre le solvant et le produit a extraire dure pendant I'accumulation

de solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon

et retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute. Ce cycle peut étre répété plusieurs

fois, selon la facilité avec laquelle le produit diffuse dans le solvant. Cette méthode exige un

pro traitement pour le mélange obtenu par soxhlet, En pratique on utilise évaporateur rotatif

pour separer I'huile et Le solvant (Akpan et Jimoh, 2006 ; Garba, 2006).
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Figure 3 : Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet

1. 8. 5. Extraction par voie biologique.

(Fulbrook, 1983) a montré qu’il était possible d’accroitre les rendements d’extraction d’huile
par un solvant aprés modifications enzymatiques a 1’aide d’hydrolases (issues de Bacillus
subtilis et d’ Aspergillus niger) et il a affirmé que 1’utilisation de systemes enzymatiques donnait
d’excellents rendements d’extraction. D’autre part, ce type d’extraction permet une réduction
de la quantité de I’huile dans les tourteaux et d’améliorer la stabilité au stockage de I’huile en

augmentant la quantité d’antioxydants (Obergfoll, 1997).

o
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9

on du Ricin « Ricipws componis 1,

2. 1. Généralités

Le nom générique Ricinus signifie « tique » en latin : la graine est ainsi nommée parce qu'elle
a des marques et une bosse qui la fait ressembler a certaines tiques (Ramprasad et
Bandopadhyay, 2010). Ricinus communis L. fait partie de la famille des Euphorbiacées
comportant 8100 espéces, cette plante est le seul représentant du genre Ricinus qui est un arbre
a grandes feuilles palmées (Malathi et al., 2006 ; Ledent et Mairesse, 2008). Euphorbiaceae
vient du genre le plus important de la famille, Euphorbia, lui méme dédier par le roi Juba II de
Mauritanie a son médecin Euphorbes au ler siecle avant Jesus Christ, et conserver par Linné.
D'aspect trés variable, les plantes de cette famille se caractérisent essentiellement par leur latex

blanc, irritant la peau, collant et épais avec un fruit a trois loges (Lagnika, 2005).

2. 2. Classification taxonomique

Tableau.1 : Classification de Ricin communis L. (Linné, 1753).

Reégne Plantea

Ebranchement Spermaphyte (plante a graine)

Sous-embranchement Angiosperme (Magnoliophyta : Plantes a fleurs)

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Euphorbiales
Famille Euphorbiaceae
Genre Ricinus

Espece Ricinus communis L.

2. 3. Caractéristiques botaniques

Le R. communis L. est un arbuste & rameaux ultimes herbacés ou fistuleux ou arbre, pouvant
atteindre 7m et plus, son feuillage est d'une beauté remarquable, parfois cultivé comme plante
annuelle tres vigoureuse, mais naturellement vivace (Kadambi et Dabral, 1955; Mario et

Espirito, 2007). L’arbuste posséde deux parties :

s
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2. 3. 1. Une partie aérienne

* Tige : dressée, robuste, rameuse avec des branches a nceuds visibles et cicatrises annulaires,
généralement glauques, parfois vertes ou rouges, un peu fistuleux, bien unie, ronde, lisse,

ramifiée seulement dans le haut (Couplan et Styner, 1994).

Feuilles : alternées, grandes parfois de plus d'un pied, palmées de 7 & 9 lobes, glabres, vertes
glauques, avec une veine médiane de couleur rougeatre, dentées irrégulierement, rouge a leur
développement, porté par de longs et forts pétioles glanduleux vers leur sommet (Figure4)
(Garcia et al. 1999).

Figure 4 : Les feuilles de R. communis L.

* Graines : Les graines sont contenues dans chacune des loges du péricarpe, ont presque la
forme d'un haricot moyen, sont piriformes, ovoides, allongées ou plates, luisantes marbrées de
gris rougeatre et de blanc. A l'intérieur de la graine se trouve une amende oléagineuse qui est

trés toxique (Figureb).

A -"
"

Figure 5: (A) Les graines de R. communis L et  (B) Les fruits de R. communis L

.
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2. 3. 2. Une partie souterraine

possédant une racine pivotante puissante a racines latérales marquées.

2. 4. Origine et Habitat

L’origine du R. communis L. est I'Afrique tropicale, il est développé en tant que plante
ornementale dans diverses régions de I'Asie, I'Amérique du Nord, I'Afrique et I'Europe (Aslania
et al. 2007). Il est largement cultivé dans la plupart des régions tropicales et subtropicales
seches, de méme que dans de nombreuses régions tempérées dotées d’un été chaud (Sujatha et
al. 2008; Cheema et al. 2010).

R. communis L. est présent dans tout le continent africain, de la c6te atlantique a la mer rouge
et de la Tunisie a I’Afrique du Sud ainsi que dans les iles de I’océan Indien (Maroyi, 2007).
Plus de 95% de la culture de Ricinus dans le monde est concentrée en Inde, la Chine et le Bresil
(Sailaja et al. 2008).

2. 5. Composition chimique

* Les graines : Les graines de ricin, sont des graines oléagineuses importantes, elles
contiennent approximativement 50% d’huile (Anoskie et Chibogwuk., 1981). L’huile est sous
forme de liquide visqueux ambre pale. Apres le raffinage et blanchissement, il a une odeur
distincte, mais elle peut facilement étre éliminée dans le processus de raffinage (Akpan et al.
2006 ; Sule et Sani, 2008). Les graines doivent leurs propriétés purgatives a la présence de

I’acide ricin oléique (Alloune et al. 2013).

* Les protéines : Dans les graines de ricin mures, 90-95% de toutes les protéines trouvées dans
les graines sont stockés a I'endosperme ou les protéines cristalloides représentent 70 a 80% des
protéines totales et sont insolubles dans I'eau. Les fractions solubles résiduelles de protéine sont

des pectines.

* Glycoprotéine : Le ricin est une grande glycoprotéine, sous forme de poudre blanche a 1’état
pure, hydrosoluble. 1l est inactif a la température de 80°C dans un temps de 10 min (Garland et
Bailey, 2006). La totalité de la plante semble toxique en raison de la présence d’une lectine
glycoproteique : le ricin. La concentration en ricin est maximale dans les grains qui renferment

par ailleurs des protéines, de I’eau et des lipides (Garland et Bailey, 2006).

s
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2. 6. Propriété pharmacologique

Bien que toutes les parties de la plante soient plus ou moins toxiques, ce sont les graines de
ricin qui sont les plus dangereuses, aussi bien pour I'nomme que pour les animaux. Cette toxicité
est essentiellement due a une protéine découverte et nommeée " ricine " en 1888 par le chimiste
allemand Hermann Stillmark. I'huile de ricin pure ne contient pas de ricine. Apres broyage des
grains et extraction de I'huile, la ricine se trouve dans le tourteau résiduel dont elle peut alors
étre facilement isolée. Pourtant si I'huile est insuffisamment purifiée, elle peut contenir des

concentrations importantes de ricine.

Etant quand méme 1000 fois moins toxique que la botuline, la ricine n'en reste pas moins 1'un
des poisons naturels les plus mortels au monde. On dit qu'une a deux graines machées par un
enfant ou huit graines machées par un adulte peuvent leur étre fatales. Non- volatile, elle peut
pourtant €tre toxique si elle est inhalée au moyen d'aérosols, mais c'est surtout injectée que la
ricine est la plus dangereuse (Anete et al, 1999).

La ricine est une glycoprotéine formée de deux chaines polypeptidiques A et B, reliées entre
elles par un pont disulfure (Figure A-2-12). La chaine B permet a la toxine de se fixer a la paroi
cellulaire et la chaine A, responsable des propriétés toxiques, est capable d’inhiber la synthése
des protéines en attaquant I'ARN des ribosomes, entrainant la mort cellulaire (Montfort et Jesus
,1987).

2.7. Toxicité du ricin

Les graines sont riches en une huile qui doit ses propriétés purgatives a la présencde l'acide
ricinoléique. Le rendement en huile du Ricin est de 1200 a 2000 litres a I'hectare et par an.
L’huile de ricin contient de l'acide ricinoléique qui altére la muqueuse intestinale et provoque
des pertes importantes en eau et en électrolytes (sels minéraux), d'ou son action purgative
intense et irritante. La ricine, protéine présente dans la plante et les graines, est une toxine
redoutable .La ricinine a un effet insecticide pour les fourmis qui se nourrissent des feuilles
(Atta sexdens rubropilosa). Une faible toxicité de la ricinine a été démontrée chez les souris
(DL50, intra péritonéal, sous-cutané, intraveineux et oralement 19 -20 mg /kg-1) en
comparaison avec le ricin. La ricinine peut étre considérée comme une drogue prometteuse,
pouvant étre utilisée pour le traitement des amnésies humaines (Cazal et al., 2009). Les

manifestations cliniques rapportées apres l'ingestion de ricinine

Y
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3. 1. Généralité sur le sang

Tous les organes dans le corps dépendent de la fonction normale du sang. Le sang transporte et
livre oxygene et autres substances essentielles et des nutriments a tous les organes, ¢limine les
déchets du métabolisme et défend l'organisme contre les infections par l'intermédiaire de la
réaction inflammatoire. En plus de transporter des substances essentielles dans tout le corps,
sang peut étre affecté par un certain nombre de médicaments et substances chimiques. Ces
médicaments peuvent modifier ou altérer I'hnémoglobine, diminuer la production de globules ou
augmenter la destruction des cellules du sang (Moreno and Wiegand, 2014).

Parmi les fonctions du sang, il faut citer le transport de nombreuses substances (02, CO2,
substances nutritives, produits métaboliques, vitamines, ¢lectrolytes. etc.), le transport de
chaleur (réchauffement, refroidissement), la transmission des signaux (hormones), le pouvoir
tampon ainsi que la défense de l'organisme contre les substances étrangeres et les micro-

organismes (Silbernagl and Despopoulos, 2001).

3. 2. Les globules rouges
Globules rouges occupent normalement environ 45 % du volume sanguin total. Il s'agit de

12
'hématocrite. La moyenne des globules rouges sont de 5,4 x 10 / litre chez les hommes et 4,5

12
x 10 litre chez la femme. Chaque RBC est une disque biconcave (Figure 1), qui a un diametre

moyen de 7,2 um et 2 um d'épaisseur sur ses bords. Globules rouges n'ont pas des organites
intracellulaires. La forme de la RBC est physiologiquement importante, parce qu'il maintient
un rapport de haute surface : volume, ce qui facilite la diffusion transmembranaire. La forme
de la RBC, ainsi que la souplesse considérable de sa membrane plasmique, permet aussi la
cellule a flux et déformer, qui est souvent nécessaire, car il traverse les capillaires (Minors,

2004).

EJ
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Figure 6 : Les globules rouges

3. 3. Morphologie normale et la forme pathologique du globule rouge

* Morphologie normale

Globules rouges ou érythrocytes, sont des disques biconcaves qui sont essentielspour I'échange
gazeux (Peter Klinken, 2002). Les globules rouges (GR) sur frottis ont une forme circulaire,
une taille uniforme avec un diametre moyen de 8um (de tres petites variations de taille ou de
forme sont observées normalement), une coloration gris rosé avec un centre plus clair qui se
fond graduellement & un anneau périphérique plus coloré. L’observation des globules rouges,
corrélée aux autres parameétres fournispar I’automate (volume globulaire moyen, concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine, teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, indice
de distribution des globules rouges), ainsi qu’au type de 1’alarme, est particuliérement utile lors
d’uneanémie car certaines anomalies peuvent avoir une valeur diagnostique ou aider a la
compréhension du mécanisme de cette anémie. Les éléments d’analyse principaux sont la taille,
la colorabilité et la forme, complétés par la recherche d’inclusions intraérythrocytaires. La
présence d’agglutinats de globules rouges ou du phénomene des rouleaux donnent des
indications supplémentaires. La durée de séjour des globules rouges dans le sang est de 120
jours en moyenne et le temps de transit médullaire des érythroblastes est de 5/6 jours (Valensi,
2005).

* Les formes pathologiques du globule rouge

L'anisocytose indique une hétérogénéité de taille des hématies examinées. Elle est causée par
des modifications dans la production des hématies et par la transfusion de culots globulaires.
Une microcytose ou une macrocytose désigne de facon plus précise les anomalies observées.

La microcytose se définit par la présence d'hématies de taille diminuée avec un volume
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globulaire moyen (VGM) abaissé elle résulte en général d'un défaut de synthese de
I’hémoglobine et se rencontre au cours des anomalies du métabolisme du fer. A I’inverse, la
macrocytose est caractérisée par des hématies de diametre augmenté. Elle est en général reliée
a une anomalie de synthése de I'ADN [carence en vitamine B12, acide folique, déficit en uridine
monophosphate (UMP) synthétase] (Fenneteau and Maier-Redelsperger, 2000).

Le terme de poikilocytose indique la présence sur les frottis d'hématies de formes trés variées :
arrondies, ovalaires, en massue, en raquette .... Elle résulte de différentes causes et peut se
rencontrer au cours d'anémies de mecanismes varies (carence en fer, thalassémie, ...) (Fenneteau
and Maier-Redelsperger, 2000).

3. 4. La membrane du globule rouge

La membrane du globule rouge est une bicouche de phospholipides, stabilisée avec des
quantités équimolaires de cholestérol (Gordon-Smith, 2009). Contient environ 52% de
protéines, 40% de lipides et 8% de carbohydrates, La quantité totale de lipides érythrocytaires
est d'environ 5mg pour 10° cellules, dont 60% de phospholipides, 25% de lipides neutres
(essentiellement du cholestérol) et 15% de glycosphingolipides (Cartron and Salmon, 1978).
Les principaux phospholipides sont phosphatdyl groupes liés a I'éthanolamine, inositol, sérine
ou choline (lécithine) et la sphingomyéline. La bicouche lipidique fournit un milieu stable pour
les protéines de la membrane. Les protéines déterminent la forme et la souplesse du globule
rouge. Protéines membranaires peuvent étre attachées a la surface externe de la membrane par
I'intermédiaire de domaines membranaires ou par I'ancre d'inositol (GPI) glycophosphatidyl.
Des protéines transmembranaires, par exemple les protéine bande 3, ont plasma et domaines
cytoplasmiques. Domaines externes comprennent les groupes sanguins, sites pour les
complexes immuns et les parties externes des canaux transmembranaires de liaison et de
signalisation des protéines. Les principales protéines du cytosquelette sont spectrine, actine,
protéine 4.1 et ankyrin les deux chaines de vent de la spectrine (o et B) autour de l'autre a
forme hétérodimeres, qui sont liés de bout en bout par actine, protéine 4.1 et d'autres protéines
pour former unréseau de tétrameres sur la surface de la membrane interne (Gordon-Smith,
2009).

3. 5. Définition de ’hémolyse
L‘hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les hématies sont détruites et
Libérent leur contenu cellulaire notamment I’hémoglobine (Hb). Le degré d’hémolyse peut étre

régulé soit par :
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*Des facteurs intracellulaires qui peuvent étre : 1’état de la membrane, le métabolisme
énergétique intracellulaire, la structure de I’hémoglobine.

* Des facteurs extracellulaires : tels que le plasma, I’état anatomique de 1’appareil circulatoire
et 1’¢tat fonctionnel du systtme mononuclé phagocytaire (macrophages, monocytes et leurs
cellules souches) (Aguilar, 2007). On peut distinguer deux types d’hémolyses, 1’une est

physiologique et I’autre est pathologique (hyper hémolyse) (Lippi et al., 2011).

3. 6. Pathologie

3. 6. 1. Hyper hémolyse et les maladies associées

L’hyper hémolysé est le dépassement du processus physiologique de lyse des GR qui devient
pathologique, ce phénomeéne est di a une destruction excessive des hématies ou a un
raccourcissement de leur durée de vie. Il peut se dérouler dans les vaisseaux (intra vasculaire) .
L’hémoglobine libérée se lie alors a I’haptoglobine. Comme, il peut se manifester hors des
vaisseaux (extravasculaires), notamment au niveau de la rate (Béraud, 2014).
L’hyper hémolyse peut se produit par I’introduction d’agents chimiques tel que certains
médicaments, capables de modifier I’intégrité cellulaire en induisant une réorganisation et des
changements morphologiques qui résultent d’une cascade d’effets a partir de 1’altération de la
membrane lipidique conduisant finalement & la formation de sphéricités et par conséquent a la
lyse des érythrocytes. (Portier et al.,, 2007 ; Manaargadoo-Catin et al., 2016). Un
déséquilibre dans les proportions des radicaux libres générés et le répertoire antioxydant
inhérent au systéme explique la diminution de la durée de vie des globules rouges pendant de
nombreuses pathologies hyper hémolytiques (Hebanni et al., 2014)

3. 6. 2. Anémies hémolytiques corpusculaires
L’hémolyse pathologique se traduit souvent par des anémies hémolytiques. Ce sont des
anémies congénitales par anomalies héréditaires des hématies qui peuvent affecter

» La membrane des hématies : Anomalies de structure des protéines membranaires
telles que I’Anykrine et la protéine 3, conduisant au dysfonctionnement des ATP ase
membranaires et a une augmentation de la perméabilité aux ions Na+ (sphérocytose,
stomatocytose).

> L’Hémoglobine : Ces anomalie qui causent les hémoglobinopathies, Peuvent étre soit
constitutionnelles de la synthese de globine (diminution ou absence de la synthese des
chaines de globines CAS des a ET B thalassémie) ou constitutionnelles de la structure de

globine (CAS de la drépanocytose). Comme, elles peuvent étre des anomalies acquises de

E



Partie. Synthése bibliographique

la molécule d’hémoglobine, c’est le cas de la méthémoglobine qui est congénitale ou
acquise, la forme acquise provient d’une exposition aux toxiques ou aux agents oxydants.

> Les enzymes : Il existe plusieurs formes de déficiences d’enzymes (enzymopathies)
pouvant causer I’anémie hémolytique, la plus courante est la déficience en une enzyme
nommée glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD). Un déficit de cet enzyme provoque
un deficit en NADPH qui se répercute sur la régenération du glutathion réduit et par
conséquent sur I’activité du glutathion peroxydase au niveau du globule rouge. Ce déficit
se traduit par un défaut des peroxydes, a 1’état basale, cette anomalie est bien supportée mais la
prise de facteurs déclenchant (agents chimiques ou certains médicaments anti inflammatoires)
déclenche des crises hémolytiques. (Béraud, 2014)

» 3. 6. 3. Anémies hémolytiques non corpusculaire
L’hémolyse est induite par une destruction directe des hématies apres leur altération. Ces
anémies correspondent a des maladies acquises, telles que les anémies hémolytiques
immunologiques et toxiques qui sont la conséquence de 1’action de divers produits toxiques
comme certains médicaments.

3 .6. 4. Anémies résultantes d’une carence nutritionnelle

» Anémie ferriprive : C’est la plus fréquente des anémies, I’anémie par carence martiale
se développe par stades, au cours de la premiere étape, les besoins en fer sont supérieurs aux
apports ce qui provoque I’épuisement progressif des réserves de fer dans la moelle osseuse, a
mesure que les stocks diminuent, I’absorption du fer alimentaire augmente au cours des étapes
ultérieures, la carence altére la synthese des globules rouges, puis finit par provoquer une
anémie. (Béraud, 2014).

» Anémie par manque en vitamine B12 et en acide folique : Cette anémie est
particulierement courante chez les personnes agées (plus de 75 ans). Elle est provoquée plutot
par un trouble d’absorption de la vitamine B12 au niveau intestinal qu’a une carence alimentaire
(car les réserves sont importantes). Une carence en vitamine B12 et en acide folique affecte la
moelle osseuse et est responsable d’une anémie macrocytaire mégaloblastique (les globules

rouges sont plus grand que la normale) (Béraud, 2014)
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1. Matériels et méthodes

Notre travail a été fractionné en deux parties : la premiére partie a traité la phytochimie et la
deuxiéme partie est consacré a I’é¢tude de 1’activité cytotoxique par le test de 1’hémolyse .Les
deux parties d’études ont été effectuées au laboratoire de biochimie (1 et 2) 4 I’Université Abdel

Hamid Ibn Badis de Mostaganem.

1.1. Objectif de I’étude

L’intérét de ce travail est de mettre en évidence les composés chimiques par les tests qualitatifs
de coloration du ricin et d’évaluer son activité cytotoxique de I’huile végétale par le test
hémolytique des globules rouges. Le ricin ( Ricinus communis L) est une plante médicinale

poussant & 1’état spontané dans notre région et trés connue par la population Algérienne.

1. 2. Materiels biologiques

* I’espece végétale Ricinus communis

Le matériel végétal utilisé est constitué des parties aériennes qui sont les feuilles et les graines
de Ricinus communis L (figure 7 A et B) récolté dans une ferme située dans la commune de
Touahria daira de Souaflia, wilaya de Mostaganem, au cours du mois de Février- début du mois
de Mars. Les feuilles ont été utilisées pour le test phytochimiques et les graines ont été réservées

pour le test hémolytique

Figure 7 : Présentation du Ricinus communis L. (A : Feuilles et raméaux B : Graine)

* Le sang

Le sang humain utilisé provient de volontaires sains, non-fumeurs, n’ayant pas suivi de
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médication (pas de traitement anti-inflammatoires). Les échantillons sont récupérés dans des

tubes héparines, puis conservés a 4°C. De préférence d’utiliser le sang fais comme échantillon

de test disponible le méme jour du protocole expérimental

1. 3. Matériel de laboratoire

Quelques produits chimiques et matériels de laboratoire nécessaires pour notre étude sont

présentés dans le tableau (2)

Tableau 2. Mmatériels et produit chimique de laboratoire utilisés

Les réactifs

Verreries et appareils

Eau distillée -FeCI3 - folin cicolteau -Hcl -
Réactif de Dragendroff -carbonate de
sodium Na2CO3- I’acide gallique - Hexane

Tubes a essai- éprouvette graduée- flacons-
bécher- entonnoir-papier filtre- balance, bain
marie- micropipette- agitateur, rota- vapeur
— plaque chauffante-Centrifugeuse-
spectrophotomeétre-les cuves- mortier-

appareil a soxhley

1. 4. Méthodes

1. 4. 1. Les tests phytochimiques

1. 4. 1. 1. Préparation de la matiere végetale

La partie aérienne de R. communis constituée de feuilles et des graines ont été bien nettoyées a

I’eau de robinet pour enlever les impuretés, puis séchées a tempeérature ambiante et a 'ombre

pendant quelques jours, jusqu’elles sont devenues seches ensuite broyées a l'aide d'un mortier

pour avoir une poudre qui est stockée dans des boites fermées hermétiquement et placées dans

un endroit a I’abri de la lumiére et de la chaleur jusqu’a leur utilisation (Figure 8 A, B)

A

B

Figure 8 : préparation de 1’échantillon du ricin. (A : feuille séché B : broyage des feuilles)
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1.4.1. 2. Préparation des extraits aqueux
* Infusion

- Introduire 10g de la poudre végétale de ricin (feuilles) dans 100 ml de I’eau distillé bouillie
- Laisser infuser pendant 15 min ensuite filtrer la préparation et conserver dans des flacons

propres au réfrigérateur .

10 g de poudre végétale (Ricinus communis L)

Y

+ 100 ml eau distillée bouillie

4

|Infusion 15mn|

Filtration
Il

| L’infusé conservé au frais |

Figure 9. Protocole de préparation de la solution d’infusion

* La décoction

- Introduire 10g de poudre végétale du ricin dans 100 ml de I’eau distillé
- Chauffer a une température d'ébullition stable, pendant 1 heure, dans une plaque chauffante
avec agitateur ensuite filtrer la préparation et conserver dans des flacons propres au refrigérateur

10g de feuilles en poudre végétale + 100ml eau distillée

J

| 1h d¢ébullition |

‘VV

Filtration

4

| Le décocté conservé au frais

Figure 10 : Protocole de préparation de la solution de décoction.
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1. 4. 1. 3. Protocole expérimental des tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits de 1’infusion et la décoction des feuilles
de R. communis. L’un des buts essenticls d’un test phytochimique consiste a la détection des
différentes familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par
des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi
que des examens en lumiere ultraviolette [Hagerman et al., 2000].

- Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d'extrait aqueux a analyser et ajouter 1 ml de solution de
Fe Cl13 puis 1 ml de HCI, L’apparition d’une coloration orange ou jaune révele la présence des
flavonoides.

- Les alcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Dragendorff. Dans un
tube a essai, introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter 5 gouttes de réactif Dragendroff.

L’apparition d’un précipité rouge orangé , révéle la présence des alcaloides.

- Les anthocyanes

-1ml de I’extrait est ajouté aulml de H2SO4 a10% (agitation) puis traité parl ml de NH40H

al0%. la présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleue.

- Les tanins
Dans un tube a essai, introduire 5 ml d'extrait a analyser et ajouter 1 ml de solution aqueuse

de FeCl3 a 1 %. En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noiréatre.

- Les saponines : Test de mousse
Dans un tube a essai, introduire 2ml d’extrait a tester et ajouter Iml d’cau distillée et agité
pendant quelque secondes puis laissé au repos pendant 15min. Une hauteur de mousse

persistante indique la présence des saponines.

- Dosage des Polyphénols totaux

*Principe

Dans le but d’évaluer quantitativement le contenu en composés phénoliques de 1’extrait de
ricin (Ricinus communis L.), un dosage des PPT par la méthode colorimétrique au Folin
Ciocalteu mise au point par SINGLETON et ROSSI en 1965 a été réalisé. Un volume de 200

@



Partie expérimentale Chapitre 1. Matériels et méthodes

pl de I’extrait ou d’acide gallique a été préparé a une concentration de 100 pg/ml puis
additionné de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué au dixieme). Apres 4 minutes, 800ul de
la solution de carbonate de sodium Na2Co3 (75 mg/ml) sont ajoutées afin de stabiliser la
réaction. Aprés agitation, le melange réactionnel est incubé pendant 45 mn & température
ambiante et a I’obscurité. Une fois ’incubation arrivée a son terme, une lecture des densités
optiques (DO) est effectuée a 760 nm. Le protocole que nous avons appliqué est base sur la
réduction en milieu alcalin des constituants du réactif de Folin, qui sont un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Ces derniers sont réduits lors de 1’oxydation
des composés phénoliques, en mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne (Boizot et
Charpentier, 2006). Cela donne au mélange une couleur bleue dont I’intensité de la couleur
est proportionnelle a la quantité de poly-phénols présents dans I’échantillon analysé.
L’absorbance est mesurée a 760 nm. Les valeurs des concentrations sont déduites par
extrapolation a partir de la droite de la courbe d’étalonnage établie a 1’aide de la solution de
référence d’acide gallique a des concentrations allant de 10 a 100 ug/ml. Les résultats sont
exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g). La
solution mére de 1’échantillon a doser ainsi que la gamme étalon sont préparées le méme jour

et dans les mémes conditions opératoires

1. 4. 2. Les Tests de I’activité hémolytique
1. 4. 2. 1. Extraction d'huile de ricin

L'huile de ricin peut étre extraite par différents processus (Akpan et Jimoh, 2006).

A. Traitement des graines

Les graines ont subies plusieurs étapes de traitement avant l'extraction de 1’huile végétale (Hv).
Les opérations essentielles impliquées sont :

- Dégagement : Les impuretés des fruits de la plante ont été débarrassées par les mains.
- Séchage : Les fruits ont éte nettoyes puis disposés au soleil, jusqu'a I’ouverture des péricarpes.
Les graines sont séchées au soleil pendant une semaine pour réduire au maximum leur humidité.
Apres le séchage les graines ont été pesées.

-Vannage : Pour un meilleur rendement, les graines sont décortiquées.

- Meulage : (réduction de la taille) . Les graines de la plante, sont finement broyées dans un

mortier afin d'obtenir une pate.
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B. Extraction de I’huile végétale par soxhlet

* Principe

L’extraction au soxhlet (Figure 11, A) consiste en un epuisement continu de la drogue par un
solvant donné. La pate des graines obtenue de 50g a été placée dans une cartouche de cellulose,
celle-ci est placée a son tour dans l'appareil de Soxhlet qui est chauffé a 60 C. Ce dernier est
monté sur un ballon contenant 150ml d'hexane. L'huile de ricin en premiére étape est extraite a
chaud sous reflux par 150ml d'hexane pendant 3 heures (au moins 8 cycles sont nécessaires
pour un épuisement total des graines). A 1’issue de cette opération, 1’extrait brut est placé dans
un rota-vapeur (Figure 11, B) pour éliminer les traces du solvant (Akpan et Jimoh, 2006 ; Garba,
2006).

Le rendement en ’huile essentielle est calculé selon la formule :

M He
% R= — X100
M Gr

R : Rendement
MHe : la masse d’huile extraire en g

M : la masse des grains avant I’extraction en g

Figure 11 : I’extraction de I’huile de Ricinus communis
(A : Soxhley B : le rota-vapeur
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Les graines de ricin

Traiteme*t préalables

‘L l l

Emoussement Dégagement Séchage Ecrasement
Déplacement des Eliminer le corps Les graines séchées Ecraser les graines
coquilles pour étrangers et les au soleil pendant par le mortier et
obtenir des graines vides. une semaine. obtenir une péte

|

v

Extraction de 1’huile de ricin

[ Solution extractive hexane ] [ 50g de I’échantillon ]

Pendant 3h
<«—— Rota-vapeur

[ Extrait brute ]

[ Poids de I’extrait en ’huile ]

Figurel4. Schéma d’extraction de I’huile a partir des graines de ricin

1. 4. 2.2. Protocole expérimental des tests hémolytiques
A. Préparation de la solution tampon (PBS) Phosphate Buffered Saline a pH 7.2
La préparation de 1litre de la solution tampon (PBS : Phosphate Buffered Saline) a été effectuée
selon les étapes suivantes :
- Pesez 0,7 g de dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4).
- Mettez le KH2PO4 pesé dans un bécher en verre. Puis ajoutez 150 ml d’eau distillée et remuez
avec une spatule en bois jusqu’a dissolution du sel.
- Pesez 1 g de Na2HPO4
- Ajoutez le Na2HPO4 a la solution dans le bécher et remuez.
- Versez la préparation dans la flasque d’Erlenmeyer et rajoutez de 1’eau jusqu’a la graduation
de 1 litre.
- Transvasez 1’eau tamponnée dans un flacon en verre et étiquetez le flacon

- Conservez I’eau tamponnée dans un endroit frais a I’abri de la lumiére.
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B. Evaluation de la cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges

* Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang est récupéré par la veine orbitale dans des tubes héparines. Aprés centrifugation a
4000tr /min pendant 5 min, le surnageant est éliminé et le culot est lavé trois fois par une
solution tampon phosphate salin PBS (pH 7.2) puis suspendu a nouveau dans ce méme volume
que le surnageant éliminé. Le culot cellulaire obtenu est dilué avec la solution PBS pour obtenir

un hématocrite de 2%.

* L’évaluation de la fuite de I'hémoglobine

Les globules rouges sont suspendus dans le tampon phosphate sal¢ (PBS) a raison de 4000
cellules/ ml (0,25 ml sont mis en contact avec 4,75 ml de tampon phosphate salé¢ de sodium
(PBS) pH 7,2).

L’extrait d’huile de Ricinus communis L est utilisée brut et dilué dans le méthanol pour obtenir
des différentes concentrations (50% ,75%) en ajoutant twine a la solution pour la rendre
homogéne. Une série de tubes a essai a différentes dilutions a été préparée.

La suspension érythrocytaire est incubée a 37 °C pendant 90 min avec différentes
concentrations de I’huile de ricin brut et diluée. Le surnageant est utilisé pour suivre la fuite de
I'hnémoglobine intracellulaire par mesure de 1'absorbance a une longueur d'onde de 548 nm a
l'aide d'un spectrophotomeétre UV. La lecture de I’absorbance est effectuée pour chaque
concentration, aprés 15 mn , apres 30 mn et aprés 45mn.

Pour le contréle positif, I'némolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules
rouges avec I’eau distillée. Le tampon seul est utilisé comme contrdle négatif.

Pour chaque échantillon le pourcentage de I'activité hémolytique maximale est déterminé par
I'équation (Lee, 2002) :

Pourcentage d'hémolyse (%) = 100% x (Ab548 nm de I'échantillon - Ab548 nm de I'némolyse
spontanée test de 1’échantillon) / (Ab548nm test eau distillee - Ab548 nm de I'hémolyse

spontanée test d'échantillon).
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2. Résultats et interprétations

2.1. Résultats sur I’extraction

L’extraction de I’huile végetale a partir des graines de Ricinus communis L par le solvant
hexane a permis d'obtenir un extrait de couleur jaune péale plus ou moins épais avec un
rendement d'extraction de 35% (16,35 +0.523 /50g) des graines . Ces résultats est probablement
da au fait que les composes non volatils sont beaucoup plus solubles dans I’hexane. Ce
rendement est plus élevé que celui trouvé par Guergour (2011). Cet auteur a avancé un
pourcentage de 30% chez le ricin poussant a la zone des hauts plateaux. D’autres résultats ont
été notés sur le méme rendement (30%) (Akpan et Jimoh., 2006 et (Garba, 2006). Cette
variation de rendement est peut étre en relation avec les conditions biogéographiques et

bioclimatiques du ricin

2.2. Résultats des tests phytochimiques

Dans le but de mettre en évidence la composante phytochimique de Ricinus communis L, des
tests phytochimiques ont été effectués sur les extraits aqueux de décoction et d’infusion des
feuilles. Le tableau (3) et les figures (du 13 jusqu’au 19) regroupent I’ensemble de ces résultats.

Les Iégendes Te et Ts correspondent respectivement au témoin et aux tests.

Tableau. 3 : Tests phytochimiques des feuilles de Ricinus communis

(Extrait aqueux par infusion et décoction).

Metabolites secondaires Décoction Infusion
Tanins +++ +++
Flavonoids + +
anthocyanes — —
alcalordes ++ ++
Saponines +++ +++

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennent positif ; + : Faiblement positif'; - : négatif
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Infusion Décoction

Figure 13 : Mise en évidence des flavonoides.

Infusion

i " g
Décoction

Figurel4 : Mise en évidence des alcaloides.
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Infusion

W WY .

il |

Décoction

Figurel6 : Mise en évidence des tanins.
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Décoction

Infusion

Figure 17 : Mise en évidence des anthocyanes.

2.3. Résultats du dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu, est l'une des
méthodes les plus anciennes congues. En utilisant comme standard I'acide gallique, dont sa
courbe d'étalonnage est représentée en annexe. L’absorbance a été mesuré a 765 nm, les teneurs
en polyphénols sont exprimées en mgEAG/g d'extrait. Les résultats du dosage des polyphénols

sont figurés dans le tableau (04)

Tableau 4 : Teneur en polyphénols (MgEAG/g d'extrait)

Extraits polyphénols totaux | Absorbance
infusion 0,918 0,753
Décoction 0,496 0,536

D’apreés les résultats obtenus, les tests phytochimiques réalisés sur les différentes préparations
(décoction et infusion) de la partie aérienne de Ricinus communis L ont révélé la présence d’un
groupe de métabolites secondaires pour les deux types d’extrait aqueux. Les tanins et les
saponines sont réveélés trés positivement suivis des alcaloides. Nous avons noté une absence des

anthocyanes pour les deux types d’extraits.
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Les teneurs en polyphénols totaux des différentes fractions varient selon le type d’extrait. La
concentration la plus élevée des polyphénols a ét¢ mesurée dans 1’extrait d’infusion, avec un
taux de 0,918mg EAG/g ES, par rapport au extrait de décoction, ou la teneur est de 0,496 mg
EAG/g ES . Nous constations que la décoction posseéde un effet sur la révélation des
polyphénols et que I’ébullition dégrade les molécules.

Nos résultats s’accordent avec ceux enregistrés par les travaux de Laib et al., ( 2022). Ces
auteurs ont confirmé la richesse des extraits des parties aériennes en saponines, alcaloides et en

tanins.

2. 4. Résultat de I'activité hémolytique de I’huile de ricin
Le test de I’hémolyse de I’huile extraite des graines du ricin a été applique sur les hématies pour
une durée de 90mn. La moyenne des pourcentages de I’activité hémolytiques calculés a base

des valeurs de la densité optiques sont regroupés dans les figures (18, 19, 20).

Figure 18: % de I'effet hémolytique de I'huile brut du ricin
Vis & vis des hématies

M Apres 15min
Aprés 30min

B Aprés 45min
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Figures 19 : % de I'effet hémolytique de I'huile (dilution
50%) du ricin vis a vis des hématies

B Apres 15min
= Aprés 30min

B Apres 45min

Figure 20 : % de I'effet hemolytique de I'huile ( dilution
75%) du ricin via a vis des hématies

Les résultats, représentés dans les figures si dessus montrent que I’activité hémolytique de huile

B Apres 15min
Aprées 30min

M Apres 45min

extraite des graines de Ricinus connunis est positive et différe selon les dilutions et le temps
d’incubation. Nous avons enregistré une moyenne des pourcentages de 1’effet hémolytique les
plus élevés pour I’extrait brute aprés une incubation de 45mn (66.88% ) suivie de I’extrait dilué
a 50% avec un pourcentage moyen de 53.32% au méme temps d’incubation. Au temps
d’incubation apreés 30mn les valeurs du pourcentage diminuent légerement vers 62.03% pour

I’extrait brut et 52.10% pour I’extrait dilu¢ a 50%. L’effet hémolytique de 1’huile reste le moins

7,
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important aprés 15mn d’incubation pour 1’ensemble des dilutions et 1’extrait brut. Nous
constatons que 1’huile du ricin possede une toxicité sur les globules rouge humains en
concentration de I’extrait et le temps d’incubation de 1’échantillon de la plante. Il est a noter
que les pourcentages d’hémolyse ont été calculés a base des valeurs de 1’absorbance (DO) de
la fuite de I’hémoglobine au niveau du surnagent des échantillons tests. Une étude sur
I’évaluation de la toxicité de I’huile de ricin in vivo a enregistré un taux d’hémoglobine dans
des tests in vivo indiquant la diminution de concentration d’hémoglobine dans les globules
rouges ((Bain, 2006). Le systéeme hématopoiétique est l'une des cibles les plus sensibles aux
produits chimiques et un index important du statut physiologique et pathologique de 1’étre
humain et de I’animal (Mukinda et Syce ,2007). Cela confirme une installation des anomalies
sanguines. Sur le méme contexte une surproduction des éléments de régulation de
I'nématopoiese pour réparer la dégradation des globules rouge a été enregistrées dans une étude
in vivo qui traite la toxicité de 1’huile du ricin (ChangGue et al., 2003; Udut et al, 2005).

Nous avons enregistré une mousse des saponines importante au niveaux des tests
phytochimiques . Cela est probablement en relation avec la dégradation des membranes
érythrocytaires et la fuite de I’hémoglobine. En effet La plupart des saponosides possédent des
propriétés hémolytiques et sont toxiques. Leur propriété hémolytique leur permet d’interagir
avec les stérols de la membrane érythrocytaire, cette interaction induit une augmentation de la
perméabilité membranaire et un mouvement des ions le sodium et l'eau entrent, le potassium
fuit, la membrane éclate, permettant ainsi la fuite de I’hémoglobine. Mais aussi assurent la

défense du végétal contre I'attaque microbienne ou fongique (Bruneton, 1999).

3







Conclusion

Conclusion

Ricinus communis L (famille des euphorbiacées) est classée parmi les plantes toxiques chez
I'nomme et les animaux, sa toxicité est due aux glycoprotéines qui sont des protéines

d’inactivation ribosomale.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la toxicité de I’huile végétale par le test de I’hémolyse
au niveau des globules rouges humain. Un criblage phytochimique de quelques parameétres
métaboliques a été réalise au niveau des feuilles sur des extraits aqueux d’infusion et de
décoction. L’extraction de I’huile de ricin a été effectuée par entrainement a la vapeur en
présence d’un solvant (hexane) au soxhley.

Les résultats des tests phytochimiques ont révélé une présence importante des tanins et des
saponines suivis des alcaloides. Une absence des anthocyanes a été notée pour les deux types
d’extraits
Le rendement en huile est de 35%, ce qui indique I’efficacité de la technique d’extraction
utilisée
Le pourcentage de I’effet hémolytique calculé a base de I’absorbance de fuite de I’hémoglobine
au niveau du surnagent montre une cytotoxicité positive pour I’ensemble des dilutions de I’huile
végétale. L effet hémolytique est plus élevé dans les extraits bruts (66.88%) suivie de la dilution
50% (53.32%) a la durée d’incubation des échantillons tests apres 45 mn. I’huile du ricin
posséde une toxicité sur les globules rouge humains en concentration de 1’extrait et le temps

d’incubation de I’échantillon test.
Cette étude mérite d’étre approfondie, il est nécessaire d’entreprendre d’autres études :

v' Tester la toxicité de d’autres organes végétatifs du ricin et application in vivo

v’ Extraction de huile essentielles et analyser sa composition chimique

v Valorisation du genre Ricinus dans le domaine commercial (amélioration des techniques
la production de I’huile et rendement), et pharmacologique (évaluation des activités

biologiques)
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