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Résumé

L’objectif de ce travail de recherche est d’effectuer une étude comparative entre
des extraits de quelques plantes médicinales, de gingembre et deux espéces d’Ephédra :
Ephédra alata provenant du sahara Algérien et Ephedra transitoria (dlaiy) (sailell)
provenant de Jordanie, obtenus par macération et décoction, pour évaluer leurs effets
antibactériens et antioxydants.

Ces propriétés montrent les effets thérapeutiques de ces plantes médicinales
importantes.

Malheureusement nous n’avons pas pu finaliser ce travail de recherche, ni
d’évaluer I’activité antioxydante, vu la situation du pays avec cette maladie grave qui
frappe le monde entier. Seul I’effet antibactérien ainsi qu’une analyse par CCM et IR
sont réalisés.

Notre intérét est porté sur ces plantes, gingembre et éphédra, vu leurs effets
thérapeutiques antidiabéte et anticancer
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Introduction




INTRODUCTION

Depuis la plus haute antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils

avaient a leur disposition jusqu'au XIXe siécle, les médecins se contentaient,
pratiquement, d’utiliser les plantes pour soulager les maux de leurs patients. C'est alors
que les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes.
Poursuivant leurs recherches, au début du XXe siecle, ils ont fabriqué des molécules
synthétiques [1].

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possédent
des vertus therapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent
directement sur I'organisme [1-10]. On les utilise aussi bien en médecine classique
qu'en phytothérapie : elles présentent en effet des avantages dont les médicaments sont
souvent dépourvus [1].

Si les plantes sont faciles a utiliser, certaines d'entre elles provoquent également
des effets secondaires. Comme tous les medicaments, les plantes médicinales doivent
étre employées avec précaution. Il est recommandé de n'utiliser une plante que sur les
conseils d'un spécialiste ; par exemple I'éphédra, originaire de la Chine du Nord et de
Mongolie [1], une plante qui pousse aussi en Jordanie en Palestine ainsi qu’en sud
Algérien [2], peut causer des effets toxiques si elle est mal utilisée (mal dosée) [1].

Au paravent, les gens avaient I'habitude de consommer du thé a I'éphédra afin de rester
vigilants. Aujourd'hui, elle est utilisée pour soigner diverses affections : coups de froid,
fievres, asthme [1,2] et maladies cancéreuses [11,12].

Epice et condiment tres répondu, le gingembre est également I'un des remédes
les plus utilisés au monde. Depuis les temps les plus reculés, il est tres prisé en Asie. Le
gingembre soulage les nausées matinales et le mal des transports et soigne trées bien les
troubles circulatoires [1,2].

Les premiers traitements utilisés par I’homme étaient des préparations simples a
base d’eau pour extraire les principes actifs des plantes médicinales. L utilisation de la
tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est retrouvée parmi les méthodes
les plus anciennes a coté des fumigations, des inhalations de vapeur, de I’application

d’une solution sur le corps. La tisane n’est pas uniquement un apport d’eau. Il s’agit



d’une préparation médicinale utile en médecine et en phytothérapie. L’eau permet ainsi
de récupérer certains constituants actifs hydrosolubles [7].

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des
intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie. Parmi ces composés on retrouve les alcaloides, les composés phénoliques,
les tannins et les flavonoides [6]. Cependant, I’évaluation des propriétés anti
oxydantes et antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier
pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente [7].

L’objectif de ce travail de recherche est d’effectuer une étude comparative entre
des extraits de quelques plantes médicinales, de gingembre et deux espéces d’Ephédra:
Ephédra alata provenant du sahara Algérien et Ephedra transitoria (LJLsy/ (sailel))
provenant de Jordanie, obtenus par macération et décoction, pour évaluer leurs effets
antibactériens et antioxydants. Ces propriétés montrent les effets thérapeutiques de ces
plantes médicinales importantes.

Malheureusement nous n’avons pas pu finaliser ce travail de recherche, ni
d’évaluer I’activité antioxydante, vu la situation du pays avec cette maladie grave qui
frappe le monde entier. Seul I’effet antibactérien ainsi qu’une analyse par CCM et IR
sont réalisés. Notre intérét est porté sur ces plantes, gingembre et éphédra, vu leurs

effets thérapeutiques antidiabéte [4, 6, 8] et anticancer [11,12]

Notre travail est organisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une synthése bibliographique regroupant les
différentes définitions, les méthodes d’extractions ainsi qu’une présentation des
différentes plantes utilisées dans ce travail, gingembre et Ephédra, leur description,
composition chimique et leurs propriétés pharmacologiques correspondantes.

Le deuxieme chapitre regroupe les différents modes opératoires et matériels
utilisés pour nos expériences.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus et leurs interprétations.

Enfin, nous terminons avec une conclusion présentant les différents résultats

obtenus ainsi que les perspectives envisagées.
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Synthese bibliographique




Chapitre | Synthése bibliographique

I -Les plantes médicinales

La phytothérapie est le traitement des maladies par des plantes dites médicinales. La
phytothérapie vient du grec et signifie « soigner par les plantes ». Elle repose en partie sur une
pratique traditionnelle, fondée sur I’utilisation ancestrale et locale des plantes. Depuis la nuit
des temps et a travers le monde les plantes sont utilisées a des fins thérapeutiques [2].

Les plantes médicinales sont des drogues végétales qui possedent des propriétés
médicamenteuses [1,2]. Elles renferment de nombreux principes actifs qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces principes actifs ont été étudiés et
reproduits chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments.
Ces plantes meédicinales peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou
hygiéniques [2].

Parmi les plantes les plus employé depuis I’antiquité le gingembre et I’éphédra dont les

propriétés sont les suivantes :

I-1. Le gingembre «Zingiber officinale »

a) Classification

Famille : Zingiberaceae
Genre : Zingiber

Espéce : Z. officinale

Nom Commun : Gingembre

Nom Anglais : Ginger

Nom Arabe : Zanjabile (Jus3))

b) Historique

Le gingembre est une grande herbe tropicale poussant dans les régions ensoleillées et
humides, qui peut attendre 3 m de hauteur. Son épais rhizome, partie utilisée en thérapeutique,
est constitué de tubercules globuleux ramifiés, qui ressemblent aux doigts de la main, a la
chair jaune péle juteuse, d’odeur aromatique avec une saveur chaude et. Piquante [2]. En
raison de son importance dans la famille a laquelle il appartient, il a ét¢ nommé d’aprées sa
famille zingibéracées [9].

Le gingembre (zingiber officinale) est membre de la famille des zingibéracées qui
comprend la cardamome est le curcuma. Le fort arbme du gingembre est le résultat de cétones
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piquantes, y compris le gingérol. L’utilisation médicinale du rhizome de gingembre date de
2500 ans en chine et inde [10]. Ou il était prescrit pour traiter les maux de téte, les nausées,
les rhumatismes et les rhumes.

Cette plante médicinale ou bien épice orientale (Figure 1.1) a traversé la mer
Méditerranée pour la premiére fois grace aux phéniciens pour arriver a I’Europe durant
I’lEmpire romain dés le premier siecle [11]. Le gingembre s’est répondu apres dans I’Egypte
antigue comme un composant des techniques de momification. Aujourd’hui cette plante est
cultivée dans les régions tropicales humides, bien que I’Inde reste le plus grand producteur
[12].

Figure 1. 1 : Rhizomes de gingembre [13] .

c) Description botanique de gingembre (Zingiber officinale)

Il existe environ 100 variétés d’espece que I’on ne rencontre plus que rarement a I’état
sauvage, du moins en ce qui concerne le Zingiber officinale qui est une plante vivace herbacée,
originaire des régions tropicales d’Asie [14]. Le Zingiber officinale est divisé en deux parties :
c)-1. Partie souterraine

Elle présente des rhizomes horizontaux et ramifiés, peau beige pale, il devient de plus
en plus fibreux avec I’age et son odeur est tres aromatigue avec une saveur chaude et piquante
[15].

c)-2. Partie aérienne

Cette partie est formée des feuilles et d’une tige de 1.50 métre et peut atteindre 3 metre
de hauteur [11]. On trouve deux sortes de tiges ; les hautes tiges qui sont stériles, servent a
I’assimilation et portent des feuilles alternes, longues et étroites, alors que les basse tiges
servent a la reproduction et ne présentent pas de feuilles [14]. Les fleurs de cette plante sont

parfumées, blanches et jaunes, avec des trainées rouges sur les levres. La floraison a lieu entre
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les mois d’aodt et novembre. Ses fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires
[15].

Figure 1. 2 : Feuilles, fleurs et rhizome frais du gingembre

d) Distribution géographique
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Figure 1.3: Carte géographique avec la distribution géographique du gingembre [16].

Les principaux pays producteurs sont en premier I'Inde, en second la Chine, I'Indonésie, le
Japon, la Mauritanie, le Nigéria, I'Australie, la Jamaique en produisent également. On peut
également le cultiver sur I’Himalaya a une altitude de 1600 m, au cap Comorin, au Sri Lanka,
au Vietnam, au Cambodge, au Laos, en Thailande, en Malaisie, aux Philippines, au Népal, en
Corée du Sud, au Bhoutan, en Sierra Leone, au Cameroun, au Congo, au Ghana, en Ethiopie,
en Cote-d’lvoire, au Bénin, en Guinée, au Sénégal, au Ghana, au Burkina Faso, a la Réunion, a
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Madagascar, a Saint-Barthélémy, en Polynésie Francaise, a I’est du Brésil, au Mexique, au
Costa Rica, au Guatemala, aux Etats-Unis, en Colombie, au Venezuela, en Guyane, en
République Dominicaine, & Mayotte, en Martinique, & Cuba, en Nouvelle-Calédonie, dans les
fles Fidji, dans les Tles Solomon, & I'lle Maurice, dans I’archipel de Tonga .

Il est aussi cultivé depuis peu en Europe avec des serres en Suisse. A partir de nouvelles
techniques utilisées a Java, une étude a permis d’adapter les conditions de cultures du

gingembre a Geneve et d’en faire une méthode innovante actuellement confidentielle [17].

Figure 1.4 : Champs de gingembre en Indonésie [18].

e) Compositions chimiques et molécules bioactives

La majorité des composants chimiques sont situés principalement dans le rhizome, ce

dernier contient essentiellement :

» L’amidon (60%), des protéines et des lipides (10%) et 10 & 40 ml /kg d’huile
essentielle (volatile) qui est constitué de : Mono et sesquiterpénes dont les
sesquiterpénes représentant le principale composant (30 & 70 % de I’huile essentielle)
[19]. Ces huiles sont variables selon I’origine géographique, les conditions
agronomiques, et si les rhizomes sont frais ou sec [20].

» L’oléorésine contient des composés phénoliques responsables du golt piquant :
shagoal, [6]- gingérol, paradol, zingérone [11] (Figure 1.5) et des composés
responsables de la saveur tres marqué de la drogue seche ([6]- gingérol).

» Le gingembre contient également quelques flavonoides comme la quercétine, la
rutine, fisétine, morine, acide gallique, acide ferulique, acide vanillique (ou acide 4-

hydroxy-3-méthoxybenzoique ) [21].
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Figure 1.5 : Quelques composants bioactifs de gingembre [22].

Ainsi que les valeurs nutritionnelles du gingembre sont listées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Composition nutritionnelle de gingembre [23].

Nutriment Quantité par 100 g
Energie 332 Kcal
Eau 9.94 ¢
Protéines 8.98 ¢
Lipides 4.24 g

Oil
Acide Gras saturés 264
Oméga 3 0.223 g
Oméga 9 0.357 g
Glucides 575¢g
Sucre 3.34 ¢
Fibres 1419

Minéraux et oligo-éléments
Calcium 114 mg
Cuivre 0.48 mg
Magnésium 214 mg
Manganése 33.3mg
Phosphore 168 mg
Potassium 1320 mg
Sodium 27 mg
Zinc 3.64 mg
Vitamines
Vitamine A 18 pg
Vitamine Bl 0.046 mg

Le gingembre contient 46% de protéines completes
Acides aminés essentiels mg /g de protein
Histidine 16
Isoleucine 28
Leucine 41
Valine 40
Tryptophane 7

f) . Usages thérapeutiques
Au cours des derniéres années le gingembre est utilisé pour traiter certaines anomalies en
raison de ses activites biologiques.
f)- 1. Action anti-inflammatoire
Le gingembre permet d’abaisser certaines douleurs grace a ces composées shagoal, [6]-
gingérol et paradol :
- Les douleurs musculaires et articulaires (I’arthrite, I’arthrose et les rhumatismes).

- Les blessures et les fractures.
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- Les cedemes et les douleurs intestinales [24].

Aussi bien, le gingembre modulerait certaines voies biochimiques activeées lors d’une
inflammation ou le [6]- gingérol est un puissant inhibiteur de la synthése du monoxyde
d’azote, des prostaglandines E2 par inhibition de COX-1, COX-2 [25].

f)-2. Action hypoglycémiante
Le gingembre baisse la glycémie et permet une meilleur résistance a I’insuline, de ce fait il

est conseillé pour les personnes diabétiques [26].

f)-3. Activité anti- bactérienne et antivirale

Les études récentes réalisees sur I’huile, I’oléorésine, les extraits et les molécules actives du
gingembre dévoilent diverses propriétés, soit activité antivirale respiratoire, anti-VIH1, soit
activité antibactérienne. Il réduit les symptomes de la fiévre, les états grippaux, la toux, les

angines, I’asthme et les allergies [27].

f)-4. Action antioxydante

Le gingembre entre dans la formulation de produits cosmétiques comme les poudres de
massage. Il est tres intéressant sur le plan cosmétique puisqu’il contient plusieurs composés
antioxydants. Ces derniers protégeant les cellules contre les dommages causés par les radicaux
libres (un des facteurs responsables du vieillissement cutané). Il contient également du cuivre,
nécessaire a la formation du collagéne (protéine servant a la structure et la réparation des tissus
cutanés). Des études ont montré son effet sur les rides et I’élasticité de la peau. Cette propriété
antioxydant de Zingiber officinale est liée au gingérol qu’il contient. Aussi la consommation
de gingembre aide a lutter contre I’action des radicaux libres et de prévenir les maladies
neurodégénératives et certains cancers comme le cancer de la prostate. Aussi bien il améliore

I’efficacité d’un traitement du cancer cervical [28].

f)-5. Autres utilisations

En Asie, le gingembre est utilisé comme plante médicinale pour soigner les problemes
d’estomac et la diarrhée [27].

Plusieurs essais cliniques sur des femmes enceintes, ont démontré que le gingembre était plus

efficace que la vitamine B6 et aussi efficace qu'un traitement sur les nausées et les

10
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vomissements pendant la grossesse. Cette propriété antiémétique s’est confirmée pour la
prévention des patientes, en chirurgie postopératoire (gynécologie, laparoscopie) [11].
Son godt piquant est parfois utilisé pour masquer le golt désagréable d’autres médicaments.
L’association d’un repas protéiné a du gingembre diminue de facon importante les nausées
retardées observées aprés une chimiothérapie et permet de réduire I’utilisation d’un traitement
antiémétique [11].
Cette plante possede un effet antiulcéreux tres proche de celui du médicament « Oméprazole »
[29].

Le gingembre a €té utilisé aussi en médecine vétérinaire in vivo comme vermifuge de
nématodes gastro-intestinaux des moutons [30].

g) . Cancer et diabéte

g)-1. Cancer : anticancéreux

Le gingembre détiendrait des propriétés anticancer. Certaines études menées sur des souris,
chez lesquelles on avait volontairement provoqué un cancer, auraient mis en avant le fait que
la consommation d'un composé du gingembre, le gingérol, ralentissait la prolifération des

cellules les cancéreuses [31]. Voici les études les plus éprouvées de I’effet du gingembre ;

g)-1-1. Cancer colorectal

Des études in vitro ont montre des effets anticancéreux. Récemment il y a eu plusieurs
essais cliniques portant sur les avantages du gingembre pour traiter le cancer colorectal. Une
équipe a effectue un essai randomise sur 20 personnes présentant un risque augmente de
cancer colorectal pour évaluer les effets du gingembre sur l'apoptose, la prolifération et la
différenciation des cellules de la muqueuse colique. Dans cet essai pilote, les volontaires ont
recu soit 2 g de gingembre soit 2 g de placebo par jour pendant 28 jours. Les résultats
suggerent que le gingembre peut réduire la prolifération des cellules cancéreuses dans
I'épithélium colorectal en augmentant I'apoptose par rapport a la prolifération des cellules
cancéreuses, en particulier dans la zone de différenciation des cryptes du colon. Il faudra faire
d'autres études pour étre plus concluant sur les avantages du gingembre dans le traitement ou
la prévention du cancer et approfondir ces découvertes. Une autre étude a été faite sur l'effet
du gingembre sur les stades d'initiation de la carcinogenése du colon induite par la 1,2-
diméthylhydrazine (DMH) chez les rats males. Les rats ont recu une injection sous-cutanée
hebdomadaire de DMH a la dose de 20 mg/kg de poids corporel dans l'aine pendant 15
semaines. On a administre quotidiennement par voie orale du gingembre (50 mg/kg de poids

corporel) aux rats au stade d'initiation, et apres l'initiation de la carcinogenése. En présence du
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DMH, carcinogéne connu du colon, la peroxydation lipidique plasmatique et la survenue du
cancer ont été significativement augmentées, tandis que les concentrations en antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques ont diminue par rapport aux rats témoins. Le nombre de
tumeurs ainsi que l'incidence du cancer ont été significativement diminués lors du traitement
avec le gingembre. De plus, la supplémentassions en gingembre a I'étape d'initiation et
également aux stades post-initiation de la carcinogenése a significativement améliore la
quantité d'enzymes anti-oxydantes ainsi que la quantité des antioxydants non enzymatiques.
La supplémentassions en gingembre supprime la carcinogenese du colon apres administration
du DMH pro-carcinogéne. Pour prouver l'inhibition du développement des tumeurs, des
expériences in vitro ont été faites. Les mécanismes d'action suggeéres sont que le [6]-gingérol
est efficace dans I'nyperprolifération et les processus inflammatoires qui initient et favorisent
la carcinogenese et la métastase.

Dautres chercheurs rapportent que dans le cancer colorectal, il y a une inhibition de la
synthése de molécules inflammatoires a partir de I'acide arachidonique [32].

g)-1-2. Cancer de la prostate

Des études ont été également réalisées sur des cellules cancéreuses de prostate et les

résultats montrent que l'extrait entier de gingembre exerce des effets inhibiteurs significatifs
sur la croissance et sur l'induction de la mort des cellules cancéreuses de la prostate. Des
études approfondies ont confirme que ces extraits ont perturbe la progression du cycle
cellulaire et ont module celui-ci, altére la capacité de reproduction, et a perturbe les molécules
régulatrices de I'apoptose en favorisant I'apoptose mitochondriale dans les cellules cancéreuses
de la prostate humaine. De fagon remarquable, l'administration orale quotidienne de 100
mg/kg de poids corporel d'extrait entier de gingembre a inhibe la croissance et la progression
de xeénogreffes de cellules cancéreuses de prostate humaine chez les souris. Plus important
encore, ces extraits n'ont exerce aucune toxicité détectable dans les tissus normaux, a division
rapide, tels que l'intestin et la moelle osseuse. C'est le premier rapport a démontrer l'activité
anticancéreuse in vitro et in vivo des extraits entiers de gingembre intéressante pour le

traitement du cancer de la prostate [33, 34].

g)-1-3. Cancer de I'ovaire
En ce qui concerne l'inhibition du développement des cancers ovariens, le mécanisme
propose est que le gingembre a inhibe la croissance et module la sécrétion de facteurs
angiogéniques dans les cellules cancéreuses de l'ovaire. Le traitement a entraine une inhibition

de l'activation de NF-kB qui est un facteur transcriptionnel qui contribue a augmenter la
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transcription et la traduction des facteurs angiogéniques et qui sont probablement impliques
dans le développement de cancers humains, ainsi qu'une diminution de la sécrétion de VEGF
qui est un facteur également implique dans la néo-angiogenése et une diminution d'IL-8, une
interleukine activatrice des cellules immunitaires.

Les propriétés anticancéreuses du gingembre sont attribuées a la présence de certains
vanilloides, de [6]-gingérol et de [6]-paradol, ainsi que de certains autres constituants tels que

shogaols, zingerone, etc. Le [6]-shogaol a été juge le plus efficace dans ce mécanisme [35].

0)-2. Diabéte
De récentes études effectuées sur des rats auraient mis en évidence le fait que la
consommation de gingembre ferait diminuer le taux de glucose sanguin. Une action qui ne

s'exerce pas chez le rat non diabétique. Une raison de plus de mettre du gingembre au menu

quand on a des petits soucis avec sa glycémie [4 .6. 8, 31].

1-2. L’Ephédra

I1-2-1. Famille des Ephedraceae

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephédra inclue environ 40
especes dans le monde [35]. Les espéces de ce genre peuvent pousser dans des conditions
semi-arides et désertiques, ce qui rend les six continents appropriés pour la croissance de ce
genre. Ce dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes seches et des
cotés secs de montagnes et qui poussent surtout dans la Chine, I'Inde, I'Egypte, le Moyen-
Orient, en Europe et dans les Amériques [36].

1-2-2. Ephédra

Nom : En arabe : sl | en frangais: éphédra et ephedra en anglais.

a) Description botanique

Cette espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les régions
sahariennes, est un arbuste de 1 & 3 métres de haut, & rameaux articulés et trés ramifiés d'une
couleur vert-jaunatre, portant au niveau des nceuds de petites feuilles opposées, alternant d'un
nceud a l'autre. Les fleurs sont en petits cones blanchatres, dioiques (fleurs males et femelles sur
des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement membraneuses. Elle présente un

systéme de racines latérales extrémement puissant [38] représenté sur la figure 1.6.
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Figure 1.6: Représentation de I’Ephédra [39].

b) Répartition géographique

L'espece Ephedra est une plante médicinale originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite
[40]. Elle est commune dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie Saoudite.
En Algérie, L’éphédra se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains
sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de
I'étage tropical et la Hamada de Tinghert [37], La figure 1. 7 montre la répartition du genre

Ephédra dans le monde.
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Figure 1.7: Répartition géographique de I'Ephédra dans le monde [41].
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c) Compositions phytochimiques

Les espéces de I'Ephédra sont des sources naturelles de nombreux phytoconstituants
(« phyto- » signifie « plante » en grec) incluant des alcaloides, des tanins, des saponines, des
proanthocyanidines, des acides phénoliques, des flavonoides et des huiles essentielles [36]. Il
est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles de I'Ephédra
sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-alcaloides dérivés de
la phénylalanine [41]. Notons que I’éphédrine et la pseudoéphédrine sont généralement les
plus abondantes, ils représentent environ 80% de la teneur en alcaloides dans la plante séchée
[42].

d) Propriétés et utilisation de I’éphédra

Les especes du genre Ephédra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales connues
de I'humanité. Ephédra sinica est I'espece principale qui a éte utilisée en Chine depuis plus de
5000 ans. Ephédra gerardiana a aussi été utilisée dans la médecine traditionnelle indienne
depuis l'ancien temps. Méme durant le temps de I’empire Romain, I’Ephédra était bien
connue [43]. En Algérie, | éphédra s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse
générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes
[44]. Elle est tres appréciée par le dromadaire. Au Maroc, elle est utilisée pour lutter contre le
diabéte. Ainsi, les tiges broyées d’éphédra et cuites dans du beurre, seraient ingérées par les
femmes du Sahara pour avorter [45]. Les espéces Ephédra d’Asie ont été récemment
utilisées dans la fabrication clandestine d'une drogue de rue, de la méthamphétamine (d-
desoxyéphédrine). En Egypte, I’éphédra est utilisée en médecine traditionnelle comme
dépurative, hypotensive, antiasthmatique et agent astringent [46]. En Arabie Saoudite,
I’Ephédra est l'une des plantes de parcours les plus répandues. Elle a été utilisée comme
paturage pour de nombreux animaux attirés par son arébme acceptable [40].
Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées, qui sont
usuellement bouillies dans de I’eau pendant environ trente minutes et administrées comme thé
chaud [43].
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1-3. Méthodes d’extraction

I-3-1. Méthodes d’extraction traditionnelles (anciennes)

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement I’eau, les huiles
végetales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous
forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe.

Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales [47].

La tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est un procédé d’extraction de
constituants actifs des plantes médicinales. Le mot tisane vient du grec ptisané qui désignait
orge monde, puis tisane d’orge. L’utilisation de la plante en tisane est retrouvée parmi les
méthodes les plus anciennes a coté des fumigations, des inhalations de vapeur, de I’application
d’une solution sur le corps. L’eau chaude permet ainsi de récupérer certains constituants actifs
hydrosolubles [48].

a) La percolation :
Elle consiste a laisser couler un solvant (généralement trés chaud) sur un lit de solides
finement divisés. Elle est plus rapide et donne une meilleur qualité de substances aromatique
mais charge les huiles essentielles en substances non volatiles ; on parle alors d’essence de

percolation. La préparation du café releve de cette opération [49].

b) La décoction :

Elle convient pour I’extraction de matieres végeétales dur ou trés dur : bois, écorce, racines,
ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I’acide silicique). Elle consiste a faire
bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I’eau pendant 10 a 30 min, pour bien extraire
les principes médicinales [50]

c) Macération :

C’est une méthode d’extraction solide-liquide similaire a I’infusion qui s’effectue a
température ambiante. Elle est généralement utilisée pour I’extraction de composeés sensibles a
la chaleur.

d) Infusion :
C’est une méthode d'extraction des principes actifs ou des ardmes d'un végétal par

dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que l'on laisse refroidir.
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Le terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes et le thé.

e) Distillation :

C’est une pratique trés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles. Développeée par Jabir Ibn Hayyan (Geber 721-815) qui a rajouté I’alambic a I’ancien
appareil de distillation pour la réfrigération, mais utilisée par Al Kindi (Alchindius 805-873) et
Ibn Sina (Avicenne 980-1037) pour la préparation des parfums. Les eaux distillées ou
hydrolats, sont obtenues par distillation de la plante (feuilles, tiges...), alors que les eaux

florales sont obtenues de la méme maniere mais a partir des fleurs [51].

1-3-2. Méthodes D’extraction Alternatives (nouvelles)

Les méthodes d’extraction conventionnelles des plantes médicinales utilisaient les solvants
organiques, soit par maceération (extraction discontinue) ou en utilisant certains appareils
comme le Soxhlet Figure I. 8 qui est une extraction continue inventé pour la premiere fois en
1879 par I’allemand Franz von Soxhlet (1848-1926), mais certains inconvénients se présentent
avec cet appareil a cause de la taille limitée de la cartouche qui porte la plante, et la chaleur

qui peut dégrader les composés chimiques [52].

Solide X
dans cartouche | |
poreuse
balion chaufié
exiracieur
~ réfrigéranmt

Solution
& ebullition

Figure 1. 8 : L’extracteur de Soxhlet.

A) Le Soxhlet : C’est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide. L échantillon

entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui aide a déplacer
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I’équilibre de transfert vers le solvant. Les inconvénients les plus significatifs de cette méthode
sont : la durée importante d’extraction et la grande quantité de solvant consommée, ce qui
conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi des problémes sur le plan
environnemental. Les échantillons étant portés a haute température pendant une période
relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas a négliger
si la matiere végétale contient des composés thermolabiles. Etant donné la grande quantité de

solvant utilisée, I’étape postérieure d’évaporation/concentration devient limitante [53].

B) Extraction assistée par ultrason

La technique d’extraction par ultrasons est la plus utilisée & I’échelle industrielle pour
améliorer les phénoménes de transfert de masse. Elle a été reconnue pour son application
potentielle dans I’extraction des plantes et leurs huiles (carvone, gingérols, huile d’amande...),
les protéines (soja), polyphénols, anthocyanines, saponines de ginseng, polysaccharides, la
pasteurisation et la production de produits laitiers [54].

L'ultrason fait référence aux ondes sonores mécaniques et élastiques avec des fréquences
plus hautes que celles détectable par l'oreille humaine, c’est-a-dire autour de 18 kHz. Les
fréquences ultrason d'intérét pour réactions chimiques (20-100 kHz) sont plus faibles que dans
applications médicales, mais le pouvoir utilisé est plus grand supérieur a une dizaine de Watt.
En usage médical, les ondes a hautes fréquences (3-10 MHz) sont utilisées pour le diagnostic
et a faible niveau d’énergie inférieur a 1Watt. L application des faibles fréquences sur le corps
peut endommager les tissus, alors que I’'usage des hautes fréquences en chimie est sans valeur
[55]. Les principaux avantages de l'utilisation des ultrasons dans I'extraction de solide-liquide
incluent :

% Réduction de la température de fonctionnement permettant I'extraction des composés

thermolabiles.

% Faible co(t de l'appareillage et facilité de I‘opération par comparaison a d'autres

nouvelles techniques d'extraction telles que I'extraction assistée par micro-ondes.

% Possibilité d‘utilisation de n'importe quel solvant ce qui permet d‘intervenir dans

I“‘extraction d‘une large variété de composés naturels

% L‘augmentation de la cinétique et du rendement d'extraction,
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C) Extraction assistée par micro- ondes

Les micro-ondes sont des rayonnements électromagnétiques de fréquence allant de 0.3
a 300 GHz. L‘extraction assistée par Micro-ondes (EAM) offre un transfert rapide d'énergie et
un chauffage simultané de I‘ensemble « solvant et matrice végétale solide ». En absorbant
I'énergie des micro-ondes, l'eau présente dans la matrice végétale favorise la rupture des
cellules facilitant ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et améliorant leur
extraction [54]. Elle utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pas couteuse et est
considérablement rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est
relativement élevée (100 — 150 °C), ce qui pose des probléemes quand il s’agit de I’extraction
d’antioxydants [55].

D) Extraction par Fluides Supercritiques

En 1822, le physicien frangais Charles Cagniard de la Tour (1777-1859) remarque
qu’au-dessus de certaines températures et pressions, les substances simples ne se condensent
pas et ne s’évapore pas mais existent sous forme de fluides. Au-dessous de ces conditions les
deux phases gaz et liquide posseédent la méme densité et aucune distinction entre les deux
phases, c’est I’état critique [56].

Toutes les substances sur terre possédent trois états: solide, liquide et gaz, alors que
I’état supercritique est distinct et qui ne peut étre atteint que si la substance est soumise a une
température et une pression au-dela de son point critique. Le fluide supercritique ressemble au
gaz dans sa propriété de diffusion, viscosité et la tension de surface, et il ressemble au liquide
dans sa densité et son pouvoir de solvatation. Ces propriétés le rendent convenable pour
I’extraction des composés en un temps court avec un rendement élevé [56]. Le dioxyde de
carbone (CO2) est considéré comme le solvant idéal pour I’extraction supercritique, sa
température critique est 31°C qui est proche de la température ambiante, alors que sa pression
critique est faible de I’ordre de 74 bars (pour I'’eau Tc=374°C, Pc=220atm), ce qui offre la
possibilité d’opérer a pressions modérées genéralement entre 100 et 450 bars. L’ inconvénient
du CO2 est qu’il a une faible polarité qui le rend idéal pour les lipides, les graisses et les

substances non polaires, mais inapproprié pour la plupart des échantillons pharmaceutiques.
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EXTRACTION CO2 DES SOLIDES

Figure 1. 9 : Equipement d’extraction par le CO2 supercritique
E: Extracteur S: Séparateur L: Liquéfacteur P: Pompe
F:Echangeur Froide C: Echangeur Chaud D: Débitmetre [57].

Ce probléme a pu étre surpassé par I’usage de petites quantités de solvants chimiques pour
augmenter la polarit¢ du CO2, par exemple 0.5ml de dichlorométhane (CH2CI2) peut
augmenter I’extraction qui est égale a quatre heurs d’hydrodistillation. Certains avantages de
cette technique se résument comme suit [58]:

- Cette technique utilise de faibles quantités de solvants organiques et par conséquent elle est
considérée comme «amiex» de I’environnement.

- Elle est utile pour les molécules trés volatiles du fait qu’elle peut étre couplée aux techniques
chromatographiques.

- Le recyclage et I’'usage a nouveau du fluide supercritique est possible ce qui diminue la
génération des déchets.

E) Extraction par Eau Surchauffée

L’eau surchauffée ou subcritique est I’eau liquide au-dessus de sa température
d’ébullition (100°C) sous pression. Sous ces conditions I’eau liquide est moins polaire qu’a la
température ambiante et possede une capacité croissante a dissoudre les composés organiques,
ainsi lui donnant un caractere étendu des solvants organiques polaires. Le terme eau
surchauffée est attribué a I’eau liquide sous pression a température comprise entre 100°C et
374°C qui est sa température critique. Pour I’extraction des produits naturels la température ne
peut pas étre trop élevée a cause de leur thermosensibilité, alors I’intervalle entre 100 et 200°C

est le plus utilisé. Les propriétés de I’eau changent lorsque sa température augmente, a cause

20



Chapitre | Synthése bibliographique

de la rupture des liaisons hydrogene et sa constante diélectrique diminue. A température
ambiante cette constante est de I’ordre de 80, mais lorsque la température augmente elle chute.
a 205°C, la constante diélectrique est égale a 33 comme celle du méthanol a température
ambiante. Ainsi, entre 100 et 200°C I’eau surchauffée se comporte comme un mélange eau-
méthanol.

La solubilité des composés organiques dans I’eau surchauffée est supérieure a leur
solubilité dans I’eau & température ambiante pour deux raisons: la premiere est le changement
dans la constante diélectrique et I’eau devient moins polaire; la seconde est lorsqu’un composé
posséde une faible solubilité a température ambiante aura une grande enthalpie positive de la
solution et par conséquent une augmentation de sa solubilité. Les composées ayant une grande
solubilité dans I’eau surchauffée sont généralement polarisables, comme les composés

aromatiques, les huiles essentielles ou ceux possédant un caractere polaire [59].

1-4.Caractérisation des plantes médicinales

Il existe plusieurs méthodes de caractérisation des plantes médicinales parmi lesquelles
nous citons : I’activité antioxydante, I’activité antibactérienne et la chromatographie sur

couche mince CCM.

I-4-1.Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond & sa capacité de résister a
I’oxydation. En effet, la plupart des antioxydants de synthese ou d’origine naturelle possédent
des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que
les radicaux hydroxyles (OH") et superoxydes (O%) [60].

Les antioxydants sont des molécules qui aident le corps a lutter contre les radicaux
libres en les neutralisant, afin qu’ils deviennent inoffensifs [61], ils peuvent étre classés en
deux groupes selon le niveau de leur action : les antioxydants primaires et les antioxydants
secondaires.

I-4-1.1.Les antioxydants primaires

Ils sont appelés également les antioxydants vrais ou antioxydants radicalaires, sont des
molécules (notées AH) capables d’interrompre la chaine auto catalytique de I’oxydation en
bloquant les radicaux lipidiques R* et ROO" par transfert d’un atome d’hydrogéne pour
reformer RH et ROOH. De la méme maniére, ils peuvent transformer les radicaux RO™ en

ROH, bloquant ainsi la formation des aldéhydes [61].
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1-4-1.2.Les antioxydants secondaires

Ils sont appelés aussi préventifs qui assurent I’inhibition de la production des radicaux
libres. Ce sont des molécules exogénes; des substances décomposant les hydro-peroxydes en
alcools, des thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou des disulfures, des protecteurs vis-a-
vis des UV [61]. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule d’antioxydant piege
un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit

donc étre régénérée par d’autres systemes [62].

1-4-1.3. Les sources des antioxydants
a- Sources synthétiques
Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les anti-hyper-
lipoprotéinémiques, les S-bloguants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour leurs

proprietés antioxydantes (Figure 1.10) [62].

-

4 OH OH OH
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Figure 1.10 : Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques.

b-Sources naturelles
Les antioxydants d’origine alimentaire sont nombreux, certains sont liposolubles
comme : tocophérols ; B caroténe ; lycopéne, d’autres sont hydrosolubles comme I’acide

ascorbique ; et d’autre sont plus hydrosolubles que liposolubles comme les polyphénols.
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Figure 1. 11: Structures chimiques des antioxydants naturels.

I-4-2. Caractérisation biologique: Activité antimicrobienne
a- Introduction

L’organisme humain, constamment exposé a une multitude de microbes, bactéries,
virus, parasites, champignons), possede un systeme complexe de défense qui lui permet de
rencontrer ou d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus [63].
Cependant, dans certaines conditions, I’infection peut entrainer une maladie infectieuse grave
[64].
Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons affectent des millions
de personnes dans le monde entier, et causent de lourdes pertes au niveau économique. De
nombreux programmes ont été conduits pour découvrir et développer de nombreux agents
antimicrobiens d’origine biologique [65].

b-La diversité du monde microbien

b-1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans
tous les milieux. La plupart des bactéries possédent une paroi cellulaire glucidique. Les
bactéries les plus grosses mesurent plus de 2 pum et, jusquau début du XXle siécle, les
specialistes considéraient que les plus petites mesuraient 0,2 um, mais il existe des «

ultramicrobactéries », y compris en eau douce [66].
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Les bactéries présentent de nombreuses formes: sphériques (coques), allongées ou en
batonnets (bacilles), des formes plus ou moins spiralées.

Pour distinguer entre les bactéries au microscope optique, une méthode importante et
largement utilisée en bactériologie, c'est "la coloration de Gram". Elle consiste a traiter des
bactéries fixées a la chaleur, par un colorant basique (violet de gentiane) puis une solution
iodo-iodurée (mordancage), toutes les cellules se colorent en violet. Soumises ensuite a
I'action de l'alcool éthylique elles se répartissent en : cellules qui conservent la coloration
violette dites a gram positif et qui sont décolorées, appelées a gram négatif. Pour mieux
distinguer ces deux catégories, le frottis bactérien est finalement traité par de la fuchsine
basique, les bactéries a gram négatif sont roses et celles a gram positif restent violettes [67].

Apres leur réaction avec les differents colorants utilisés par cette méthode, les bactéries
se divisent en deux groupes majeurs : bactéries a gram positif (colorées en violet), bactéries a
gram négatif (colorées en rose). Cette distinction de réponse a la coloration de gram est due a
la différence qui existe dans la composition des parois bactériennes, celles des bactéries a
gram négatif laissent passer la solution alcoolique, tandis que celles des bactéries & gram
positif représentent une véritable barriére que la solution alcoolique ne peut franchir [67,68].
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Figure 1.12: Gram positif. Figure 1.13 : Gram négatif.

b-1-1. Bactéries a gram négatif
a-Escherichia coli
Le genre Escherichia fait partie de la famille des entérobactéries et comprend cing
espéces dont une seule, I'Escherichia coli, est utilisée a titre d’indicateur de la qualité des eaux.
La presque totalité des souches d' I'Escherichia coli sont pas pathogénes puisque cette bactérie
est un hote normal de I’intestin des mammiferes [69]. L’Escherichia coli est le seul qui soit
sans équivoque toujours d’origine fécale et, a ce titre, il est de plus en plus considéré comme

I’organisme indicateur spécifique d’une pollution fécale.
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b- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique, bacille
du pus bleu, est une bactérie gram-négative du genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins,
droits et tres mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et
de capsules. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles. Elle peut, dans
certaines conditions, étre pathogéne. Tres résistante, elle est avec d'autres bactéries a gram
négatif de plus en plus souvent responsable d'infections nosocomiales. C'est I'une des bactéries
les plus difficiles a traiter cliniquement. Le taux de mortalité atteint 50 % chez les patients
vulnérables (immunodéprimés) [67]. Est une cause rare mais connue de septicémie néonatale
et d'une forme de méningite a évolution grave, provoquant une mortalité de 10 a 80 %.
Plusieurs infections ont été mises en rapport avec la consommation d‘aliments pour

nourrissons.

b-1-2. Bactéries a gram positifs
a-Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec
staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de NaCl et pour
certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Le staphylococcus est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées
suppurées et, dans certains cas extrémes, de septicémies physiques (greffe, prothéses
cardiaques). Staphylococcus aureus se présente comme une coque en amas (grappes de raisin),
gram positif et catalase positif. Sa teneur en caroténoides lui confére une couleur dorée a

l'origine de son nom [66].

b-Enterococcus faecalis

Enterococcusfaecalis est une bactérie commensale a gram positif, habitant dans le tube
digestif des humains et d'autres mammiferes.

Comme d'autres especes du genre Enterococcus, E. faecalis peut causer des infections
mortelles chez I'hnomme et le singe, particulierement dans un environnement hospitalier : le
haut niveau de résistance naturelle aux antibiotiques de la bactérie contribue a sa pathogénicité
et au risque nosocomial. Elle peut aussi déclencher des inflammations chroniques de I'intestin
[68].
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1-4-3. Chromatographie sur couche mince CCM :

La chromatographie est une méthode de séparation trés utiliseé pour la mise en
évidence des constituants d’un mélange. Le principe de cette méthode est basé sur la
répartition sélective des constituants a séparer entre deux phases, la phase mobile et la
phase stationnaire.

La chromatographie sur couche mince repose sur des phénomenes d'adsorption
et la répartition des constituants dans ce cas est en fonction :

- de la nature de la phase mobile,
- de la nature de la phase stationnaire,
- des propriétés physico-chimiques des constituants a séparer.

Le tableau ci-dessous illustre les conditions chromatographiques de séparation et
de mise en évidence des composés alcaloidiques sur une phase stationnaire de gel de

silice.

Tableau 2: Conditions chromatographiques de séparation des alcaloides [11]

Phase mobile

MeOH
MeOH-DCM (5:5)

CHCl3;-DEA (9:1)

C-Hex-DEA (9:1)

C-Hex-CHCIl;-DEA (5:4:1)
CHCls-Acetone-DEA (5:4:1)

n-BuOH-eau-Acide formique (7:2:1)

Toluéne-AcOEt-DEA (7:2:1)
Toluéne-CHCls-EtOH (28.5:57:14.4)

CHCl3-Dioxane-MeOH-NH:OH-Acétonitrile

(3.5:15:2:1.5:15)
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11- Matériels et méthodes
11-1.But de I’étude
Ce travail de recherche a été réalisé au laboratoire de biologie de I’université de

Médéa. Son objectif est I’étude de quelques propriétés chimiques et biologiques d’extraits de
plantes « Gingembre, Ephédra alata (du Sahara Algérien), Ephédra Transitoria ( 4JLsiy/ sailel/
) (de Jordanie) et d’effectuer une comparaison entre leurs effets antibactériens et antioxydants
ainsi que leurs composition en elements chimiques. Malheureusement, I’analyse antioxydante
n’a pas été réalisée car le travail a été interrompu a cause de la situation du pays avec cette
maladie grave. Seul I’effet antibactérien ainsi qu’une analyse par CCM et IR sont réalisés.

Notre travail a consisté, dans un premier temps, a I’extraction des constituants des
plantes: Gingembre, Ephédra alata et Ephédra Transitoria par macération et décoction;
ensuite & effectuer leurs analyses par différentes méthodes de caractérisation. Une partie de
cette caractérisation a été réalisée aux laboratoires physico-chimique et microbiologique du
groupe SAIDAL de Médéa.

11-2.Le matériel végetal
L’Ephédra Transitoria a été achete 8 Amman la capitale de la Jordanie et ’Ephédra

alata du Sahara Algérien a été acheté a Alger ainsi que le Gingembre (originaire d’ Asie).

L’éphédra est choisi dans cette étude essentiellement pour son effet anticancer, des
gens, au moyen orient, sont gueérit avec cette plante. 1ls I’ont utilisé en faisant bouillir 400g de
cette plante dans 8 litres d’eau pendant 2 heures a petit feu. Aprés filtration, ils gardent le
filtrat dans le réfrigérateur et prennent une dose de 2litres par jour pendant quelques mois.
Parmi les cas qui ont été guéris grace a Dieu: Leucémie (sl da ), cancer de la vessie, cancer
de la prostate et cancer du foie

Le gingembre est également utilisé pour son effet thérapeutique essentiellement
antidiabete [8,27] vu ces caractéristiques antioxydantes. Des études ont montré que le
gingembre posséde également des effets contre le cancer de la prostate [34] et du colon [35].
Une consommation réguliere du gingembre permet de protéger la personne contre ces

maladies graves.
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11-3. Matériels et produits utilisés

Matériels et méthodes

Matériels Produits
- Bécher Gingembre
- Erlenmeyer Ephédra Algérie
- Balance Ephédra Jordanie
- Agitateur magnétique Eau distillé
- Etuve Ethanol,
- Rotavapeur Acide gallique
- Burette Souches bactériennes
- Spectrophotométre IR Bromure de potassium (KBr)
- Papier filtre Reéactif dragendorff
- Boites a pétrie Ammoniaque-
- Tubes a essais
- Entonnoir
- Pipette graduée
- Flacons en verre

11-4. Procédés d’extraction

L’extraction par solvant est réalisée selon le travail d’Aswan et al [5] par
macération a I’éthanol et décoction, avec quelques modifications, comme suit:

a- Extraction par macération a I’éthanol

On fait piler dans un mortier 30 g de plante (Gingembre, Ephédra alata, Ephédra
Transitoria) a I’aide du pilon (Figure I1.1 B). On Introduit la poudre obtenue dans 200 ml
d’éthanol, a température ambiante pendant 24h sous agitation magnétique (Figure 11.1 C).
Apres filtration (Figure I1.1 D), on garde le filtrat et on ajoute 200ml d’éthanol au résidu sous
agitation magnetique pendant 24 h.
Ensuite, On rassemble les deux filtrats et on fait concentrer le mélange en évaporant le solvant
a I’aide du rotavapeur a température comprise entre 40 a 45 °C (Figure I11.1 E).

Enfin, on fait sécher I’extrait obtenu a I’étuve a 40°C (Figure I1.1 G) et on pese I’extrait
sec (Figure 11.1. H) pour déterminer le rendement.

b- Extraction par décoction :

On prend 20g de la poudre végétale on leur ajoute 400 ml d’eau bouillante, on laisse le
mélange 20 min sous agitation magnétique a 60 °C. La température de chauffage ne doit pas
atteindre I’ébullition pour éviter la perte les huiles essentielles de la plante qui sont volatiles,

Puis on fait filtrer et aprés filtration on fait concentrer le filtrat avec le rotavapeur (Tp 65°C a
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68 °C), puis on fait sécher I’extrait aqueux obtenu a I’étuve a 40°C. La température de séchage

ne doit pas dépasser 45 °C pour éviter la dégradation des constituants de la plante.

Plante étudie (gingembre) Broyage de plante

Filtration Macération a I’alcool /décoction
sous agitation magnétique

L’extrait obtenu

4

e

o
-

il

L’extrait sec Séchage d’extrait a I’étuve

Figure 11.1 : Etapes photographiques de I’extraction réalisée au laboratoire de biologie de la
faculté des Sciences de I’université de Médéa.
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11-5. Caractérisation

11-5-1. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement, est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec obtenue
par macération ou décoction (Me) et la masse de la matiere végétale utilisée (Mv). 1l est donné
par la formule suivante:
R% = (Me / Mv) * 100
R%: Rendement en %.
Me : Masse I’extrait sec

Mv : Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction.

11-5-2. Analyse infrarouge a transformée de Fourier FTIR

Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotometre FTIR- 8400 de
marque SHIMADZU , a partir de pastilles de KBr anhydre renfermant environ 1 % en masse
de poudres d’échantillons constituées de poudre de Gingembre, Ephédra d’Algérie, Ephédra
de Jordanie.

Dans un premier temps on effectue la préparation de I’échantillon en pastille.
L’échantillon en poudre est incorporé a un support qui n’absorbe pas dans I’IR moyen, C’est
le bromure de potassium KBr.

Un mélange homogéne a I'état 1% de poudre / poudre KBr est préparé puis déposé
dans un moule qui est soumis & une tres forte pression dans une presse hydraulique (Figure

11.2). 1l est ensuite extrait du moule sous forme d'une pastille.

Figure 11.2: Presse hydraulique de laboratoire Physico-chimique du groupe SAIDL de Médéa

30



Chapitre 11 Matériels et méthodes

La pastille est placée dans le compartiment de mesure du spectre. Le signal enregistré par le

détecteur donne le spectre IR de I’échantillon.

Figure I1. 3: Spectrophotometre FTIR du groupe SAIDL de Médéa

11-6. Activité antibactérienne

- Mode opératoire

a) Préparation de I’inoculum

- Réaliser une suspension bactérienne a partir de culture jeune de bactéries (18-24h), prélever
quelques colonies isolées et incorporer dans 5 ml d’eau physiologique.

- Agiter et homogénéiser la suspension manuellement.

- 4 tubes correspondant aux 4 souches utilisées ont été préparés

- Mesurer la densité des suspensions bactériennes a I’aide de densitometre (0.5 Mac Farland)
pour chaque suspension.

- Incubé les suspensions bactériennes dans I’étuve & 37°C pendant 20 a 25 mn.

b) Préparation des milieux de culture

- Liquéfier les milieux de culture gélosés dans un bain marie a 95°C et garder la surfusion dans
une étuve a 45°C.

- Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiquement les milieux de culture gélosés sur les boites
de pétrie en raison d’épaisseur 4mm de boite pétrie.

- Laisser refroidir et solidifier a température ambiante et conserver dans des conditions évitant
toute modification de leur composition.

¢) Ensemencement

- Imbiber aseptiquement un écouvillon avec la suspension bactérienne.
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- Essorer I’écouvillon en pressant fermement et entourant sur la paroi interne du tube, afin de
décharger du surplus de suspension.

- Ensemencer aseptiquement une boite de Pétrie en frottant délicatement I’écouvillon sur la
surface de la gélose en stries serrées, repéter I’opération trois fois, en entourant la boite a 60°C
de facon a croiser les stries, finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de
la gélose.

d) Dépdt des disques

- Prélever aseptiquement un disque stérile de 9 mm avec une pince stérile.

- Mettre en contacte le bout de disque avec huile essentielle pure, qui va étre absorbée par le
disque par capillarité.

- Déposer le disque ainsi imbibé d’huile essentielle a la surface de la gélose, au centre de boite
de Pétrie.

- Incuber les boites a 37°C durant 24 h.

e) Lecture

- Observer I’absence ou la présence de la zone claire autour des disques.

- Mesurer avec précision le diamétre de la zone d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

Les résultats sont exprimes par le diametre de la zone d’inhibition. Ils ont classé les diametres
des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en 5 classes:

» Tres fortement inhibitrice : D >30 mm.

» Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm.

» Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm.

» Légérement inhibitrice : 11mm < D <16 mm.

» Non inhibitrice: D < 10 mm.

Figure 11.4 : boites a pétries contenants les souches bactériennes

1 : Staphylococcus aureus , 2 : Aspergillus brasiliensis
3 : Candida albicans , 4 : Escherichia coli
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Figure 11.5 : Ensemencement des boites par la suspension bactérienne

}rL“ \"\

Figure 11.6 : Les milieux spécifiques des souches bactériennes

11-7.Chromatographie sur couche mince (CCM)

En dépit du développement des techniques d'analyse plus fines et plus sensibles, cette
méthode demeure une technique de routine largement utilisée dans les laboratoires vu son
faible colt de revient. La simplicité de sa réalisation, la valeur des informations apportées
ainsi que son utilisation aussi bien a I'échelle analytique qu'a I'échelle préparatoire sont des
facteurs qui la rendent trés intéressante. 1l s’agit d’une méthode physique de séparation, dans
laquelle les composés a séparer sont distribues difféeremment, selon leurs caractéristiques
particulieres entre deux phases, I’une stationnaire et I'autre mobile. Cette derniéere se déplace a
travers la premiére phase dans une direction définie.

Dans ce travail, la CCM est utilisée pour la séparation et la mise en évidence des
composés phénoliques et alcaloidiques présents dans les extraits obtenus afin de vérifier s’il ya
une différence d’efficacité entre les différentes méthodes d’extraction.
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11-7.1.préparation de phase mobile

Phase mobile 100ml du toluene
Préparation de I’échantillon 10mg d’extrait + 1ml du chloroforme
Révélateur de la plague de CCM Vapeur d’ammoniaque et réactif dragendroff

11-7-2. Conditions de travail

Les analyses sont effectuées avec des plaques de silice déposées sur des feuilles
d’aluminium, ce qui constitue la phase stationnaire. 10ul de chaque extrait sont déposes a 1cm
du bord inférieur de la plague sous forme des traits.

Apres séchage, la plaque est émergée dans une cuve en verre préalablement saturée par
la phase mobile.

Aprés développement, les plaques CCM doivent étre séchées, observées a I’ceil nu, sous
lampe UV 254 nm.

La révélation des polyphénols se fait par le passage de la plaque sur les vapeurs
d’ammoniaque, tandis que pour les alcaloides le réactif dragendroff soit vaporisé afin d’avoir

des taches orangées indiquant leurs présence.

Figure 11.7: La plaque émergée dans une cuve en verre préalablement saturée par la phase
mobile (Groupe SAIDL de Médéa)

34




Chapitre 111

Reésultats et interprétations
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

A- RENDEMENT DE L'EXTRACTION
Le rendement de I’extraction varie en fonction de I’espece végétale, I’organe

utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en
métabolites et de la nature du solvant utilisé dans I’extraction ainsi que de sa polarité.
Les rendements enregistrés avec les différents extraits varient entre 2,8 % et 11,05 %
(Tableau 3).

Tableau 3: Résultats des rendements d’extraction

Expériences Solvant Volume total du Matiere végétale Masse de la | Masse de | Rendement
d’extraction solvant matiere I’extrait
d’extraction végétale (en g) en %
(en ml) (eng)
1 Ethanol 400 Ephedra Jordanie 30 0.84 2.8
2 Ethanol 400 Ephedra Algérie 30 1.62 5.4
3 Ethanol 400 Gingembre 30 0.96 3.2
4 Eau 400 Ephedra Jordanie 20 1.05 5.25
5 Eau 400 Ephedra Algérie 20 2.21 11.05
6 Eau 400 Gingembre 20 1.91 9.55

Le rendement d’extraction dépend du mode d’extraction ainsi que la nature de la plante
étudiée. L’extraction par décoction a donné des rendements plus élevés par rapport a la
macération & I’éthanol et cela pour les trois plantes étudiées (Figure I11.1); le rendement est
compris entre 5,25 % et 11,05% pour I’extraction par décoction. Cela est peut étre di a la
température élevée de I’eau chaude qui peut favoriser I’extraction de plusieurs substances.

Ce résultat est en accord avec le travail de Achour et Keddar sur le gingembre [10] qui
trouvent un rendement de 33 % pour la décoction et 14% pour la macération. LEHOUT et
LAIB [71] trouvent un rendement de 13.3 % par macération avec un mélange méthanol/eau
(70/30) (v/v) et 21% par décoction.

Nos résultats sont plus faibles par rapport a leurs valeurs vu le temps d’extraction qui
était plus court (macération 2 fois) en comparaison a leur mode opératoire dans lequel ils ont
effectue I’extraction trois fois.

Kebili [11] qui a travaillé sur ’Ephédra alata a trouvé un rendement de 3,24% (partie
souterraine de la plante) et 16,21 % (partie aération) en utilisant la macération au méthanol.
Alors que son résultat, toujours sur I’éphédra, en utilisant I’acétate d’éthyle comme solvant
d’extraction est de 1,02% ; ce résultat montre I’influence de la nature du solvant d’extraction

sur le rendement.
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Il apparait clairement que le rendement augmente avec la polarité des solvants.

Le travail de Amari [70] sur le gingembre a donné un rendement de 5,37 % en utilisant
la macération avec un mélange Ethanol/Eau a 70/30 (v/v) alors qu’avec le chloroforme le
rendement est de 2,29 %. Ce résultat montre que les rendements des extractions par des
solvants polaires, sont plus importants par rapport aux solvants moins polaires.

Le choix d’un solvant pour I’extraction de la matiére végetale, doit répondre a un
certains nombres de criteres dont la faible toxicité et la facilité¢ de I’évaporation a basse
température. Le méthanol est recommandé, et est frequemment employé pour I’extraction des
composés phénoliques. En plus, le méthanol/ eau est deux fois plus efficace que le méthanol
pur pour I’extraction des composés phénoliques [70].

Les solvants de polarité faible sont de bons solvants pour I’extraction des composés actifs
biologiques non polaires [70].

On constate que la méthode d’extraction, la température, le temps d’extraction, la

quantité ainsi que la nature du solvant d’extraction jouent un réle primordial sur le rendement

Rd %

10 -

B Macération

B Décoction

35}

Ephedra Jordanie Ephedra Algérie Gingembre

Figure 111.1 Résultats des rendements d’extraction
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Rd %
12
10 A
8 4
B Ephedra Jordanic
6 H Ephedra Algérie
" Gingembre

Macération Décoction

Figure 111.2 Résultats des rendements par macération et décoction

B- ANALYSE INFRAROUGE
Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotometre FTIR de

marque Shimadzu 8400, sur des pastilles de KBr anhydre renfermant environ 1 % en
masse de poudre de différentes plantes.
Les spectres FTIR correspondants aux poudres des trois plantes avant

extraction sont représentés sur la figure suivante.
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Figures 111.3: Spectres infrarouge des trois plantes étudiées avant extraction :
1- Gingembre 2- Ephedra alata 3- Ephedra Transitoria
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Figure 111.4: Les trois spectres superposes (en noir : Ephedra transitoria , en rouge Ephedra
alata, en bleu: Gingembre )

Concernant les extraits obtenus, seul celui de I’éphédra alata qui a été analysé (Figure 111.5)

%T 34

22,7

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400,0
cm-1

Figure 111.5: Spectre IR de I’extrait d’Ephédra alata obtenu par macération a I’éthanol



Chapitre 11 Résultats et interprétations

La région infrarouge plus utile pour le type d'études que nous réalisons est comprise entre
4000 et 400 cm™. Chaque bande est caractérisée par sa fréquence, sa largeur et sa forme
générale. La fréquence, ou la longueur d'onde d'absorption dépend des masses relatives des
atomes, de la constante de force des liaisons et de la géométrie des atomes. La largeur de la
bande est proportionnelle entre autres a la vitesse de mouvement de la molécule. Les spectres
obtenus sont caractéristiques des composants présents dans I'échantillon. Ils nous fournissent
de l'information sur la structure chimique et sur la conformation et la dynamique de
I'échantillon étudié.

Les deux specters d’éphedra alata et d’éphedra transitoria sont superposable (Figure
111.3) vu que ces deux plantes contiennent plusieurs principles actifs en commun. La seule
difference peut étre le pourcentage en differents elements chimiques. L’effet antibactérien et
antioxydant est fonction de la quantité en polyphénol, flavonoides et alcaloides.

En comparant le spectre de I’extrait éthanolique de I’éhedra alata (Figure 111.5) a celui
de la poudre de plante de I’ephedra alata avant extraction (Spectre 2 de la Figure 111.3), il
apparait que le spectre de la figure I11. 5 posséde plusieurs pics d’absorption semblables, mais
qui sont moins intense, que celui du spectre 2 de la figure 111.3. 1l vient que la caractérisation
par spectroscopie IR a montre bien la présence des bandes caractéristiques de quelques
fonctions qui existent au sein de I’éphédra alata et de ces principes actifs essentiellement
I’éphédrine qui est un alcaloide. L’éphedra est connu en médicine en raison de I’éphedrine
qu’elle contient [1]. Ce principe actif existe sous quatres stéréoisomeres d’éphédrine et de
pseudoephedrine. La pseudoephedrine est un diastéréoisomere de I’éphédrine (Figure 111.6).

OH
i _NH
" oH,
CH,
(1R,25)-(-)}-éphédrine (1S,2R)-(+)-éphédrine
OH OH
= NH -
“CGHj CH,
CH,
(15,25 +)-pseudoephédnne (1R 2R H-}-pseudoephédrine

Figure 111.6: Les énantiomeres de I"éphédrine et de la pseudoéphédrine [72]
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L’ analyse par IR permet une etude qualitative. Pour évaluer la composition chimique de nos

extraits, il nous faut une analyse quantitative comme la chromatographie.

C- ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ET ANTIFONGIQUE

Il s’agit de déterminer le diamétre d’inhibition et la concentration minimale inhibitrice

(CMI). La plus faible concentration se traduit par I’inhibition de la croissance visible des
bactéries en utilisant la méthode de disque.

- Etude de I’effet antimicrobien par la méthode de disque

La méthode de disque a permis de déterminer I’action de nos extraits sur les différentes
souches. Celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre. La variation de I’activité antimicrobienne des échantillons explique les variations de
leurs compositions chimiques

L’évaluation de I’activité antimicrobienne permet de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) a partir d’une gamme de concentrations des différents extraits en
mesurant les diameétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne autour des disques.
Ces derniers représentent I’activité antimicrobienne maximale. Nous illustrons ces résultats sur

la figures 111.7 et 111.8.
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Ephédra transitoeia : Ephédra alata :

macération / décoction ,D=10mm macération / décoction

Ephédra transitoria : Gingembre:

6- décoction / 4-macération décoction /macération

Ephédra transitoria : Ephédra alata :

macération / décoction maceration / décoction

Figure I11. 7 : Zones d’inhibtion obtenues par I’action de I’extrait sec des plantes (Gingembre, Ephédra alata ,
Ephedra transitoria) sur les souches testées & méme pourcentages .
a- Escherichia coli, b- Staphylococcuse aureus, c-Pseudomonas aeruginosa
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Gingembre :

Ephédra transitoria:

macération / décoction

Ephédra alata : maceération /
décoction

Ephedra transitoria : Ephedra alata :

macération / décoction macération/ décoction

Bacillus subtilis : Bacillus subtilis :
Ephedra alata ( 3- décoction , Gingembre ( 1- décoction, 2-
5- macération ) macération )
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. Aspergillus brasiliensis
Pseudomonas aeruginosa

Témoin positif D= 35mm

Témoin nositif D=55mm

Gingembre : macération /
décoction

Témoin positif: D=33mm

Figure 111. 8 : Zones d’inhibtion obtenues par I’action de I’extrait sec des plantes (Gingembre,
Ephédra alata , Ephedra transitoria) sur les souches testées a méme pourcentages .
d-Candida albicans , e- Saccharomyces cerevisiae, f-bacillus subtilis , g- salmonella

typhimurium
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Tableau 4 : Valeurs des diametres d’inhibition des souches bactériennes utilisées en (mm)

Souche Milieux | Extrait de Extrait Extrait Extrait de Extrait Extrait Temoin
de gingembre | d’Ephedra | d’Ephedra | gingembre | d’Ephedra | d’Ephedra | Positif
culture | maceration | transitoia alata decoction | transitoria | Alata
macération | macération decoction | decoction
Staphylococcus Soja 15 12 11 13 10 10 N.1
aureus agar
Pseudomonas Cetrimi 10 10 12 11 10 12 55
aeruginosa de agar
Escherichia Soja N.1 N.1 N.1 N.1 10 N.1 N.1
Coli agar
Salmonella / N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 33
Typhimurium
Saccharomyces / N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 26
Cerevisiae
Aspergillus / NP NP NP NP NP NP 35
Brasiliensis
Candida / N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 N.1 23
Albicans

N.I :Non inhibition

Nos

échantillons

possédent

NP : n’est pas mesuré

(Bactérie en gras: des champignons)

une activité antibactérienne

sur les

souches:

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa mais pas d’activité antifongique sur les

souches : Saccharomyces cerevisiae et Candida Albicans tandis que le diamétre d’inhibition

de nos extraits sur I’Aspergillus brasiliensis n’est pas déterminé a cause du temps tres court

qui a été donné pour ce travail de recherche vu la situation du pays.

Les extraits d’E alata et E tansitoria possédent une activité antifongique sur

Aspergillus brasiliensis cela est bien illustré sur la figure 111.9. Ces images montrent que les

extraits obtenus par décoction ont donné des diamétres d’inhibition plus importants que la

macération a I’éthanol. Peut étre les principles actifs de ces plantes, qui posseent un effet

antifongiques sur ce type de champignons, ne se trouve pas dans la fraction volatile.
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Aspergillus brasiliensis : Aspergillus brasiliensis :
Ephédra transitoria ( 4- macérationa || Ephédra alata ( 3- décoction , 5-
I’éthanol, 6- décoction ) macération a I’ éthanol)

Figure 111.9 : Zones d’inhibition obtenues par I’action de I’extrait sec des plantes (Ephédra alata,
Ephédra transitoria) sur les souches bactériennes (Le diametre d’inhibition n’est pas mesuré)

I’Ephédra transitoria posséde un effet antibactérien sur I’Escherichia
Coli (Figure 111 .10). Cet effet est peut étre attribué a la présence de la transtorine, qui est un
alcaloide de quinoléine (acide 4-quinolone-2-carboxylique), dans I’éphédra transitoria, qui
posséde une forte action inhibitrice contre I’E coli ainsi que d’autres types de bactéries [73].
Les autres plantes n’en possédent pas d’effet inhibiteur contre I’E coli. Peut étre la
concentration d’extraits utilisée pour le gingembre et I’E alata n’est pas assez suffisante pour
inhiber cette bactérie.

Dans Le travail de Missoun et al [3] sur le gingembre, extrait par macération a
I’éthanol, I’étude a montré un effet antibactérien sur I’Escherichia Coli mais pour des
concentrations superieures a 50mg/ml. Pas d’inhibition pour une concentration de 25mg/ml.
Le diameétre d’inhibition augmente en fonction de la concentration, il passe de 15,33 mm pour
une concentration de 50mg/ml a 23mm pour une concentration de 100mg/ml..

Dapres le travail de Kebili [11] sur I’extrait d’éphédra alata, obtenu par macération avec
différents solvants, cette plante possede un effet antibactérien sur plusieurs types de bactéries

parmi lesquelles I’Escherichia coli mais avec de faibles diamétres d’inhibition.

Concernant les autres bactéries, il apparait clairement sur la figure 111.11 que I’éffet
antibactérien des extraits obtenus par maceration est plus prononcé en comparaison a ceux
obtenus par decoction, cela est peut étre du a une perte de la fraction volatile des plantes qui
représentent les huiles essentielles et qui peuvent contenir des elements importants
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antibactérien et antioxydants. Nous avons diminuer la temperature de chauffage (60°C ) pour
éviter la perte des huiles essentielles, mais finalement on ne peut pas juger qu’il n’y avait
aucune perte de cette fraction.

Ce resultat est en accord avec la literature [3, 6]. L’effet antibactérien est influencé par la
méthode d’extraction comme c’est montre dans le travail de Mohamed Ibrahim et al [6] sur le
gingembre qui a obtenu des diametres d’inhibition plus importants pour la macération a
I’éthanol en comparaison a la décoction et a I’extraction par I’eau froide et cela pour plusieurs
bactéries y compris les trois bactéries étudiées dans ce travail de recherche.

16 -
14 -
12 -
B Gingembre M
10 -
B Gingembre D
8 1 mE alataM
6 mE alataD
1 B E transitoriaM
B E transitoriaD
2 -
0 1 T 1
Staphylococcus aureus Pseudomonas Escherichia
aeruginosa Coli

Figure 111.10: Activité antibactérienne des extraits de gingembre d’ephedra alata et d’éphedra
transitoria sur les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia
Coli (M : Macération a I’éthanol, D : décoction, E : Ephedra)
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16
14
12
10 - B Staphylococcus aureus
8
6 B Pseudomonas aeruginosa
4
2 Escherichia
Coli
0 ,
Q J Q
< > W . N
& @&0 ’ %q;\ ‘b\& . )@& (‘QO
C}\Q € Q)’é‘b Q)N

Figure 111.11: Effets antibactériens des extraits obtenu par decoction en comparaison a ceux obtenus
pa maceration, M: macération a I’éthanol, D: décoction

B- CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

Dans ce travail, la CCM est utilisée dans un but de séparer et mettre en évidence les

composés phénoliques et alcaloidiques contenus dans nos extraits, Malheureusement la
phase mobile utilisee n’a pas permis une bonne separation. D’autres phases mobiles utilisées
dans la litérature ont permi une bonne separation.

D’aprés le travail de BOUMAZOUNA et GUENNAD [9] sur le gingembre (macération a
I’éthanol); une plus bonne separation est réalisée en utilisant une phase mobile composé de
toluéne (93ml) + acétate d’éthyle (7ml)

Concernant I’éphédra alata et d’aprés le travail de Kebili [11] I'utilisation de AcOEt-
Cyclohex-MeOH-NH40H (70:15:10:5) comme phase mobile donne une bonne separation des
alcaloides. Pour mettre en évidence les composés phénoliques, Kebili a utilisé deux phases
mobiles : 1-AcOEt-Acide formique-acide acétique glacial-Eau (100:11:11:26) 2-C-Hex-
AcOEt (7:3)

Le rapport frontal Rf, de I'éphédrine ou ses derivés, doit étre compris entre 0.4 et 0.5 en
utilisant la phase mobile AcOEt-C-Hex-MeOH-NH,OH (70:15:10:5) [11].
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Dans le travail de Benkezzim et Derradji [12] sur I’éphédra alata, La phase mobile
constituée d’acétate d’éthyle / méthanol/eau distillé 100 /13.5 /10 ( v/v/v) utilisée pour la
séparation des polyphénols et le systeme solvant utilisé pour la séparation des alcaloides

qui est constitué de toluene/acétone/ éthanol/ ammoniaque (40 /4 /8 /3 viviviv) ont

donné de bonnes séparations.

” 4 ‘
- 4

Figure 111.12 : Préparation de phase mobile Figure 111.13: Préparation des échantillons
(100 ml de toluéne) (10mg +1ml de chloroforme)

Figure 111.14.Résultat final de I’analyse
(Apres avoir pulvérisé les détecteurs)
Pas de séparation

Selon I’étude de Ekbal et al [74] sur I’éphédra alata et I’éphédra Transitoria, il a été
montré que I’éphédra transitoria contient une quantité d’alcalloides supérieure a celle

contenue dans I’éphédra alata (tableau 5), et cela pour deux périodes de récolte.
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Tableau 5 : Masses totales d’alcaloides extraits des deux plantes : éphédra alata et éphédra
transitoria [74]

Isolated Alkaloids
Plant Name MMonth
Wt.(mg) %
E. alata July 300 02
October 350 022
E. transitoria July 608 024
October 801 032
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CONCLUSION

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme remédes des maladies
humaines puisqu’elles contiennent des composants chimiques de valeur thérapeutique.

Dans ce travail de recherche deux procédés d’extraction sont utilisés: la macération a
I’éthanol et la décoction , les principaux résultats obtenus sont les suivants:

»  L’extraction par décoction a donné des rendements plus élevés que la macération a
I’éthanol et cela pour les trois plantes étudiées. Le rendement d’extraction dépend du
mode d’extraction ainsi que la nature de la plante étudiée.

» Les spectres IR obtenus sont caractéristigues des composants présents dans
I'échantillon. s nous fournissent de l'information sur la structure chimique et sur la
conformation et la dynamique de I'échantillon étudié. La spectroscopie IR a montre la
présence des bandes caractéristiques de quelques fonctions qui existent au sein de
I’éphédra alata et de ces principes actifs

» Nos échantillons possedent une activité antibactérienne sur les souches:
Staphylococcus aureus et Pseudomonas mais pas d’activité antifongique sur les
souches : Saccharomyces et Candida Albicans. L’éffet antibactérien des extraits
obtenus par maceration est plus prononcé en comparaison a ceux obtenus par
decoction. Seule I’Ephédra transitoria posséde un effet antibactérien sur I’Escherichia
Coli. Les extraits d’E alata et E tansitoria possedent une activité antifongique sur
Aspergillus brasiliensis .

» La CCM est utilisée dans un but de séparer les composés phénoliques et alcaloidiques
de nos extraits. Malheureusement la phase mobile utilisée n’a pas permis une bonne
separation.

PERSPECTIVES
En perspectives, dans le but de compléter cette étude, on propose :

» d’utiliser les méthodes d’extraction nouvelles de la chimie verte

» d'évaluer I’activité antioxydante de tous les extraits

> de tester et exploiter d’autres systemes de solvants pour améliorer
I'extraction de certains constituants de ces plantes.

» d’étudier I’activité antioxydante des huiles essentielles de ces plantes.

» d’identifier les principes actifs de ces espéces avec les méthodes
chromatographiques.

» d'évaluer I’activité anticancéreuse.
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