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Résumeé

Le monde végetal est une excellente source de principes actifs, ce qui lui confére une

activité antibactérienne et antioxydante importante.

L’objectif de ce travail de recherche est d’effectuer une étude comparative entre
des extraits de quelques plantes médicinales, (Graviola, Ephédra alata, Ajuga lva et I’Ortie)
obtenus par deux méthodes macération et décoction, pour évaluer leurs effets antibactériens et
antioxydants. Ces propriétés montrent les effets thérapeutiques de ces plantes médicinales

importantes utilisees en medecine traditionelle pour le traitement du diabete et cancer.

Les extraits ont été soumis a un test antimicrobien in vitro, vis-a-vis de quatre souches
de bacteéries pathogenes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et

Streptococcus). L’effet antioxydant est réalisé par le dosage des polyphénols totaux.



ABSTRAT

The plant world is an excellent source of active ingredients, which gives it activity
important antimicrobial and antioxidant.

The objective of this research work is to carry out a comparative study between
extracts of some medicinal plants (Graviola, Ephedra alata, Ajuga Iva and Ortie)
obtained by two methods : maceration and decoction, to evaluate their antibacterial and
antioxidant effects.

The extracts were screened for their antimicrobial activity in vitro, against
four strains of pathogenic bacteria  (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus). The antioxydant effect is realised by
polyphenols dosage.
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Introduction
Au fil des siécles, les traditions humaines ont développé la connaissance et
I'utilisation des plantes médicinales visant a vaincre la souffrance et & améliorer la
santé des humains [1]. L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est décrite dans
la littérature arabe, chinoise, égyptienne, hindoue, grecque et romaine. Le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu empiriquement de nos ancétres [2].En fait, il
existe dans le monde environ 500 000 especes de plantes, 80 000 especes sont
considerées comme des plantes médicinales et de nombreux médicaments sont élaborés
a partir de leurs principes actifs. La grande majorité des pays en développement du
monde (80%) utilisent des plantes médicinales a des fins médicales et pour le
traitement de la douleur [3]. L’Organisation mondiale de la santé (OMS) considére que,
dans de nombreux pays moins développés, les plantes et leurs composants sont les
principales sources de remedes [4]. Dans la région africaine, les connaissances et les
pratiques en matiere de médecine traditionnelle ont été transmises d'une genération a
l'autre comme tradition orale. La médecine traditionnelle est bien développée en
Algérie, mais l'utilisation de la médecine conventionnelle a conduit a négliger ces
pratiques ancestrales, qui risquent d'étre oubliées [5].
Par son action en douceur et en profondeur, la Phytothérapie apparait comme
la réponse idéale aux "maladies du siecle™ qui caractérisent nos sociétés, comme le

stress, la perte du sommeil ou la prise de poids, diabéte, cancer [6]...

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une bralante actualité malgré son
ancienneté. Cette matiere 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 composes on retrouve les alcaloides, les composés phenoliques,
les tannins et les flavonoides [7,8]. Cependant, I’évaluation des propriétés anti
oxydantes et antimicrobienne demeure une tache tres intéressante et utile, en particulier
pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente [9,10].

L objectif de ce travail de recherche est d’effectuer une étude comparative entre
des extraits de quelques plantes médicinales, (Graviola, Ephédra alata, Ajuga Iva et

I’Ortie) obtenus par macération et décoction, pour évaluer leurs effets antibactériens et



antioxydants. Ces propriétés montrent les effets thérapeutiques de ces plantes

médicinales importantes.

Notre travail est organise en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une synthese bibliographique regroupant les
différentes deéfinitions, les méthodes d’extractions ainsi qu’une présentation des
différentes plantes utilisées dans ce travail, (Graviola, Ephédra alata, Ajuga lva et Ortie)
leur description, composition chimique et leurs propriétés pharmacologiques
correspondantes.

Le deuxiéme 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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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 [6].

Les plantes médicinales sont des drogues végétales qui possédent des propriétés
médicamenteuses [1,6]. 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 medicaments.
Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou
hygieniques [6].

Parmi les plantes les plus employé depuis I’antiquité (Graviola, Ephédra alata, Ajuga Iva

et I’Ortie), leurs descriptions et leurs propriétés sont présentées ci-dessous.

I-1.Ajuga lva

Le genre Ajuga appartient a la famille des lamiacées avec plus de 300 espéces différentes.
Cette plante est largement distribuée dans les régions arides d’Europe, d’Asie, d’Afrique et
d’Australie [11] (Figure 1.1).

Figure 1.1: Ajuga lva

a) Description botanigue

Ajuga iva est une petite plante vivace de 5 a 20 cm de long, a tiges vertes rampantes
et velues, a feuilles vertes de 14 a 25 mm de longueur, linéaires, denses et couvertes de duvets.
Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de 20 mm de longueur ; la lévre supérieure de la

corolle est réduite ou absente et la lévre inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes
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latéraux sont petits, alors que le lobe central est relativement plus large décoré dans sa base par
un axe central jaunatre [12].

b) Systématique de la plante Ajuga Iva

Systématique de la plante

Régne : Plantae Ordre : Lamiales
Sous-régne : Tracheobionta Famille : Lamiaceae
Division: Magnoliophyta Genre : Ajuga

Classe : Magnoliopsida Espéce : 4. iva L Schreb

Sous-classe : Asteridae
Nom binomial : 4juga iva L Schreb

Nom vernaculaire algérien : Chendgora ; Francais : Ivette

¢) Composition chimigue

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins [13]. Elle contient aussi des anthocyanes, des acides phéenoliques et
d’autres substances en particulier I’ajugarine [14]. Les études photochimiques ont montrés que
I’ivette contient aussi des ecdystéroides, des diterpénoides, des iridoides et des saponosides
acides [15]

d) Utilisations de la plante

En médecine traditionnelle, Ajuga iva est utilisé pour traiter le diabete et
I’hypertension [16], ainsi que les troubles gastro-intestinales et I’ulcére de I’estomac [17].
L’ivette est efficace contre la fiévre, la diarrhée, les gaz, les maux de téte et les maux de dents.
En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre les rhumatismes,
comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies [18]. La richesse de I’ivette lui donne
plusieurs propriétés prouvées scientifiquement. C’est un agent antioxydant [19], antidiabétique
et hypolipidémique [20], vasodilatateur et donc anti hypertensif [21], antibactérien et
antifongique [11].

I-2.Ephedra alata alenda

L'origine de I'Ephedra a parfois été considérée comme ancienne, peut-étre des ou
avant I'éclatement de la Pangée (environ 200 millions d'années passant dans le Trias moyen)
[24].La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephedra, inclue environ 40

espéces dans le monde [25].
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Figure 1.2 : Ephedra alata alenda

a) Description botanique

Cette espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les
régions sahariennes [26].Est un arbuste de 1 a 3 metres de haut, a 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 (Figure 1.2). 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 systeme de racines latérales extrémement puissant [26].

b) Répartition géographique
L'espéce Ephedra alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra

originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite [27]. Elle est commune dans le Sahara du Maroc
a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie [26]. En Algérie, E. alata 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 [26]
(Figure 1.4).
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Figure 1.3: Répartition géographique de I'Ephedra dans le monde (zone sombre)

c¢) Classification systématique d’Ephedra alata

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement: Gymnospermes
Classe : Gnetopsida

Ordre : Ephedrales

Famille : Ephedraceae

Genre: Ephedra

Espéce : Ephedra alata

Eous espéce : Ephedra alata alenda

d) Composition chimigue

L apparition d’éphédra dans plusieurs zones de monde induit la diversité des ingrédients

chimique comprend les cycles cyclopropyle, les dérivés de tryptophane et I’éphédrine [28].
e) Utilisation

Les especes du genre Ephedra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales connues de
I'hnumanité. E. sinica est I'espece principale qui a été utilisée en Chine depuis plus de 5000 ans.
E. gerardiana a aussi été utilisée dans la médecine traditionnelle indienne depuis l'ancien
temps. Méme durant le temps de I’empire Romain, I’Ephedra était bien connue [29]. Ma-
huang est le terme spécifique donné par les chinois a la partie aérienne des especes contenant

de I’éphédrine [29].Ma-huang a éte traditionnellement utilisé en Chine pour lutter contre
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I’asthme bronchiale, rhume, grippe, fievre, frissons, rhinite, congestion nasale, cedeme, maux
de téte, arthralgies et comme diaphorétique, antiallergique et antitussif [29-31]. Les espéces
Ephedra d’Asie ont été récemment utilisée dans la fabrication clandestine d'une drogue de rue,
laméthamphétamine (d-desoxy-éphédrine) [32].

Des gens, au moyen orient, sont guerit en utilisant I’ephedra. Ils 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 2 litres par jour pendant
quelques mois. Parmi les cas qui ont été guéris grace a Dieu: Leucémie (s oa ), cancer de
la vessie, cancer de la prostate et cancer du foie.

I-3.Graviola

Le Graviola est un fruit, et plus précisément, qui provient d’un arbre fruitier. 1l appartient
a la famille des anonacées. L’arbre pousse dans les sols calcaires et secs, voire caillouteux. Il
apprécie les climats chauds et les zones abritées du vent. Il se plante au printemps et il fleurit
en été, pour atteindre une taille maximale de dix métres. Le fruit peut mesurer jusqu’a 25
centimetres de long et peser entre un et trois kilogrammes. (Figure 1.4). Le Graviola est

originaire des Antilles et de I’Amérique tropicale

Figure 1.4: Feuilles de Graviola (corossol)

a) Description botanigue

> Graviola est un arbre aussi haut que large, d’une stature de 4 a 7 m. il développe un
tronc a I’écorce lisse gris-brun, se fissurant avec I’a4ge. Sa couronne s’étale en cone inverse.
Ses racines sont superficielles, et s’étendent au-dela de sa couronne. La racine pivotante des

corossoliers juvéniles se perd lorsqu’ils grandissent.
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> Les feuilles sont persistantes, alternes avec un beau limbe brillant, ovales a elliptique,
long de 7 a 15 cm et large de 3 a 8 cm. Elles sont aromatiques et ont un parfum un peu
piquant.

> Les fleurs sont solitaires ou groupées par 3 sur un pédicelle robuste. Elles sont
verdatres, de moins de 2 cm de large, a 6 pétales en 2 longueurs différentes.

> Les fruits sont des syncarpes (carpes réunis comme chez la fraise) capables de devenir
trés gros, ovoides ou en forme de cceur. Les plus imposants peuvent mesurer jusqu’a 40 cm de
longueur pour un poids extraordinaire de 7 kg.

> Ce fruit qui est un ensemble d’ovaires soudés est hérissé de petites pointes souples.
Lorsqu’il y a une fécondation incompleéte, il prend une forme dissymétrique.

b) Classification systématigue

Nom Arabe: ¥ sl
Nom scientifique: Annona muricata L.
Famille: Annonacées

Drogue: Fruit, graine et feuille [33].

¢) Composition chimigue

Deux cent douze composés bioactifs ont été signalés a A. muricata .les composés
prédominants sont les acétogénines suivis des alcaloides, des phénols et d'autres composés
[33].

d) Utilisation

» La préparation la plus largement utilisée dans la médecine est la décoction de I'écorce,
de la racine, de la graine ou de la feuille mais les applications sont variées

» Toutes les parties sont utilisées pour traiter le paludisme, les maux d'estomac, les

infections parasitaires, le diabéte et le cancer ; les affections cutanées et les parasitoses

» Ladécoction des feuilles est utilisée comme antalgique

» En plus d'étre utilisé comme aliment, le jus de fruit est utilisé pour traiter la diarrhée et

guelques maladies du foie

» L’usage des feuilles en décoction ou sous forme de gélules est indiqué pour

I'nypertension, le diabete et le cancer [33].
1-4. L.’Qrtie
L’ortie est une plante herbacées vivace, vigoureuse et a longue durée de vie par un
rhizome jaune rampant, nitrophile, couverte de poils crochus irritants elle peut atteindre 1,50
meétre de haut [34] (Figure L.5).

10
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Figure 1.5 : Ortie:Urtica dioica

L’origine du nom de la plante : I’ortie, urtica pour les botanistes provient du latin urer
« bruler », qui a également donnee urine, urétre et uretere [35].
Le nom d’espece dioica, dioique en francais concerne un végétal dont les fleurs males et

femelles sont portées par des pieds différents [36].

Nom scientifique: Urtica dioica L,
Nom frangais: Grande ortie, ortie piquante, ortie commune, ortie vivace.
Nom Anglais: Nettle

Nom arabe : Harayig o<l 2

a) Classification et caractéres botanigues

S dioique, genre urtica espece dioica, appartient a la famille des Urticacées. Cette famille
comprend prés d’une cinquantaine de genres et plus de 700 espéces, elle est présente partout
dons le monde. on distingue les Urticacees avec poils urticants (genre urtica) ou sans (genres
Parietaria et Boehmeria) [36]. Une trentaine d'espéces présentes dans le monde sauf a

Madagascar et en Afrique du Sud ou I'ortie est absente.

b)  Systématigue de I’ortie

Régne: Plantae (plantes).

Sous-regne: Tracheobionta (plantes vasculaires).
Embranchement: Magnoliophyta (phanérogames).
Sous-embranchement : Magnoliophytina (angiospermes).

Classe : Rosideae.

11
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Sous-classe : Rosideae dialycarpellées.
Ordre : Rosales.

Famille: Urticaceae.

Genre : Urtica

Espéce : Urtica dioica L.

¢) Composition chimique

Les constituants de I'Ortie dioique sont d'un intérét, car les extraits des racines et des
feuilles sont largement utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreuses regions du
monde. La partie chimique active de I'Ortie dioique comprend pres de cinquante composés de
la fraction lipophile et dont la structure chimique est connue. On trouve des stérols, des acides
triterpéniques, des coumarines, des phénols, des lignanes, des céramides, des acides gras, etc.,
tous ces constituants trouvent leur répartition dans les divers organes de la plante.

d) Utilisations

Plusieurs propriétés médicinales lui sont attribuées : adaptogéne, nutritive, astringente,
tonique, antiasthmatique, stimulante et dépurative. Les feuilles d’ortie sont riches en fer et en
oligo-éléments. On la conseille en usage interne, soit en infusion, en teinture, en capsules ou
sous forme de jus frais pour tonifier et redonner de I’énergie, contre I’inflammation des voies
urinaires, en traitement ou en prévention des calculs rénaux, contre I’anémie, I’insuffisance
cardiaque et le rhume des foins. L’ortie est aussi utilisée par voie externe pour traiter les
entorses, la tendinite et la névralgie, ainsi que pour soulager les douleurs arthritiques et
rhumatismales. On la retrouve dans certains produits pour traiter les maladies de peau comme
I’eczéma, le psoriasis, I’acné et les infections.L’ortie seule ou en association avec d’autres
plantes entre dans la composition de plusieurs produits pharmaceutiques. Par ailleurs, depuis
le début des années 1980, la racine d’ortie est utilisée pour traiter I’hyperplasie bénigne de la
prostate.

L’ortie est également utilisée dans plusieurs cosmétiques comme les shampoings, car on
lui attribue la capacité de stimuler la croissance des cheveux. En cuisine, les jeunes feuilles
sont excellentes cuites, en potage, en salade ou comme Iégume. Elles perdent d’ailleurs leur
propriété urticante lorsqu’elles sont cuites, sechées ou transformeées. Auparavant, I’ortie était
utilisée comme colorant naturel vert en raison de sa haute teneur en chlorophylle et ses fibres
servaient a la fabrication de papier. Pendant quelque deux mille ans, I’ortie a été exploitée en
Norvége et en Ecosse pour ses fibres qui servaient au tissage de vétements.

12
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1-5.Méthodes Extractions :

1-5-1.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 I’aide de solvants selectifs, traditionnellement I’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures
sous forme de liquides, semi-solide ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou
externe.

Il s’agit de préparations connes comme les tisanes et les huiles médicinales [33]. La
tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est un procédé d’extraction de
constituants actifs des plates médicinales. le mot tisane vient du grec ptisané qui désignait orge
monde, puis tisane d’orge. I’utilisation de la plante en tisane est retrouvé parmi les méthodes
les plus anciennes a coté des fumigation des inhalation de vapeur, de I’application d’une
solution sur le corps. I’eau chaude permet ainsi de récupéré certains constituants actifs
hydrosolubles [34]

> 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 substance aromatique
mais charge les huiles essentielles en substance non volatiles ; on parle alors d’essence de

percolation. La préparation du café (Figure 1.6) releve de cette opération [35].

3. compartiment supérieur recevant l'eau
ayant percolé a travers la mouture

2. mouture de café a travers laquelle percole
l'eau chaude poussée dans l'entonnoir depuis
le compartiment inférieur (1)

1. compartiment servant au chauffage de l'eau.
Au fur et a mesure que l'eau bout, la pression
augmente et pousse l'eau dans l'entonnoir vers
la mouture (2)

Figure 1.6: Percolation du café

13
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> Ladécoction :

Elle convient pour I’extraction de matiéeres végeétales dur ou trés dur : bois, écorse, racines,
ou des plantes avec des constituants peu soluble (ex : I’acide silicique). Elle consiste a faire
bouillir les plantes fraiches ou sécher dans I’eau pendent 10 a 30 min (Figure 1.7), pour bien

\ / O aakonst

SEPARATION
SOLIDE / LIQUIDE

Résidus solides :
du végétal Extrait
{

Figure 1.7: La décoction

extraire les principes médicinales [36].

Molécules
d'intéréts

CORPS SOLIDE :
matiére premiére
wégétale

» Macération
C’est la méthode d’extraction solide-liquide similaire a I’infusion qui s’effectue a
température ambiante (Figure 1.8). Elle est généralement utilisée pour [I’extraction de

composés sensibles a la chaleur.

papier-filtre
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— @
[
[
salade ! +— Suppart
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broyage _ macération filtration
dans un mortier dans 'alcool et recueil du filtrat

Figure 1.8: La macération
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» Infusion
C’est une méthode d’extraction des principe actif ou des arome d’un végétal par
dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que I’on laisse refroidir. Le terme

désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme tisane et le thé

» Distillation
C’est une pratique trés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles (Figure 1.9). Développée par Jabir Ibn Hayyan (Geber 720-815) qui a rajouté
I’alambic a I’ancien appareil de distillation pour la réfrigération, mais utilisé par Al kindi
(Alchindius 805-873) et Ibn Sina (Avicenne 980-1037) pour la préparation des parfums. Les
eaux distillées ou hydrolat, sont obtenues par la distillation de la plante (feuilles, tige.....),

alors que les eaux florales sont obtenues de la méme maniere mais a partir des fleurs [37]
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Figure 1.9: La Distillation

1-5-2.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 certain
appareils comme le soxhlet. qui est une extraction continue inventé pour la premiére fois en
1879 par I’allemand Franz Von soxhlet (1848-1926), mais certain inconvénients se présentent
avec ce appareil a cause de la taille limitée de la cartouche qui porte la plante, et la chaleur qui

peut dégrader les composés chimique [38].
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» Lesoxhlet:

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 I’équilibre de
transfert vers le solvant (Figure 1.10). Les inconvenients les plus significatif de cette méthode
sont : la durée importante d’extraction et la grande quantité de solvant consommeée, ce qui
conduit non seulement a des pertes économique mais pose aussi des problemes sur le plan
environnemental. Les échantillons étant portés a haute température pendant une peériode
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 limitant [39]

Solvant

Solide
dans cartouche E
poreuse
BE ballon chauffé
E extracteur
R  réfrigérant
Solution B

a ébullition

Figure 1.10: Extraction de soxhlet

» Extraction assistée par ultrason
La technique d’extraction par ultrasons est la plus a I’échelle inusuelle pour améliorer
les phénomeénes de transfert masse (Figure 1.11). Elle a été reconnue pour son application
potentiel dans I’extraction des plantes et huiles (carbone, gingeons, huile d’amande....), les
protéines (soja), poly phénol, anthocyanines, saponines de ginseng, polysaccharide, la
pasteurisation et la production de produits laitiers [40]
L’ultrason fait référence aux ondes sonores mécanique et élastique avec fréquence plus hautes

que celle détectable par I’oreille humaine, c’est-a-dire autour de 18 kHz. Les fréquences
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ultrason d’intérét pour réaction chimique (20-100kHz) sont plus faibles que dans application
médical, mais le pouvoir utilisé est plus grand supérieur a une dizaine de watt. En usage
médical, les ondes a hautes fréquence (3-10MHz) sont utilisées pour le diagnostic et a faible
niveau d’énergie inferieur a 1watt. L’application des faible fréquences sur le corps peut
endommage les tissus, alors que I’usage des hautes fréquences en chimie est sans valeur [41]
Les principaux avantages de I’utilisation des ultrasons dans I’extraction de solide-liquide
incluent :
» Réduction de la température de fonctionnement permettant I’extraction des composés
thermolabile.
» Faible cout de I’appareillage et facilite de I’opération par comparaison a d’autres
nouvelles technique 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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Figure 1.11: Extraction assistée par ultrason

» Extraction assisté par micro-onde
Les micro-ondes sont des rayonnements électromagnétiques de fréquence allant de 0.3 a
300GHz. L’extraction assisté par micro-ondes (EAM) offre un transfert rapide d’énergie et un

chauffage simultané de I’ensemble) » solvant et matrice végétale solide » (Figure 1.12). En
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absorbant I’énergie des micro-ondes, I’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 [43]. Elle utilise de plus petite quantité de solvant, n’est pas
conteuse et est considérablement rapide. Cependant, la température opératoire de cette
technique est relativement (100-150), ce qui pose de problémes quand il s’agit de I’extraction

d’antioxydants [42].

Réfrigérant a air

Huile essentielle

Décoction

Décoction —

Réacteur

Figure 1.12 : Extraction assisté par micro-onde

+ Extraction par fluides supercritique

En 1822, le physicien francais Charles Cagnard de la tour (1777-1859) remarque
gu’au-dessus des certaines températures et pressions, les substances simples ne se condensent
pas et ne s’évapore pas mais existent sous forme de fluide. Au —dessoude ces condition les
deux phases gaz et liquide possédent la méme densité et aucune distinction entre les deux
phases, c’est I’état critique [43]

Toutes les substances sur terre possedent 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 propriété le rendent convenable pour

I’extraction des composeés en un temps court avec un rendement élevé [43]. Le dioxyde de
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carbone (CO;) 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 74bars (pour I’eau Tc= 374°C, Pc=220atm), ce qui offre la
possibilité d’opérer a pression modérées généralement entre 100 et 450bars. L’inconvénient du
CO, 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 pharmaceutique
(Figure 1.13).

Ce probléme a pu étre surpassé par I’usage de petites quantités de solvants chimiques pour
augmenter la polarit¢ du CO,, par exemple 0.5ml de dichlorométhane (CH,CL,) peut
augmenter I’extraction qui est égale a quatre heurs d’hydro distillation .certains avantages de
cette technique se résument comme suit [44] :

> Cette technique utilise de faibles quantités de solvant organique et par consequent elle
est considérée comme « amie » de I’environnement.

> Elle est utile pour les molécules tres volatiles du fait qu’elle peut étre couplée aux
techniques chromatographique.

> Le recyclage et I’usage a nouveau du fluide supercritique est possible ce qui diminue la

génération des déchets

SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Stockage

€02 liquide Compresseur

Condensateur Séparateur

Y =

p
v

- COZ & I'état supercriique + oxdrad

Figure 1.13: Extraction par CO; supercritique
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» 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 posséde une capacité croissante a dissoudre les composés organiques,
ainsi lui donnant un caractére étendu des solvants organique polaire. Le terme eau surchauffée
est attribué a I’eau liquide sous pression a température comprise entre 100 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 thermosensible, alors I’intervalle 100 et 200°C est le plus utilisé.
Les propriétés de I’eau changent lorsque sa température augmente, a cause de la rupture des
laissons 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 (Figure
1.14).

La solubilité des composés organiques dans I’eau surchauffée est supérieure a leur
solubilité dans I’eau a température ambiante pour deux raisons : la premiére est le changement
dans la constante diélectrique et I’eau devient moins polaire ; la seconde est lorsqu’un
composé posseéde une faible solubilité a température ambiante aura une grand enthalpie
positive de la solution dans I’eau surchauffée sont généralement polarisable, comme les

composés aromatique, les huiles essentielles ou ceux possédant un caractére polaire [45].
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Figure 1.14: Extraction par I’eau subcritique
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I-6.Caractérisation des plantes médicinales

Il existe plusieurs méthodes de caractérisation des plantes médicinales parmi lesquelles
nous citons : I’activité antibactérienne, le dosage des poly phénols, le dosage des flavonoides
et I’analyse par infrarouge.

1-6-1.Activité antibactérienne

> Introduction:

Les microbes sont trés répandus dans la nature; on les rencontre on seulement dans
I’organisme, mais dans le milieu qui nous environne, dans I’air, I’eau, le sol ...et ils se
développent quand ils trouvent certaines favorables d’humidité et de température. [53].Ces
micro-organismes furent tout d’abord classés dans le régne végétal .L’organisme humain
posséde un systeme complexe de défense qui lui permet de rencontre ou d’héberger ces
microbes sans leur permettre d’envahir ses tissu [54]. Cependant, dans certaines conditions,
I’infection peut entrainer des maladies infectieuses graves [55]. Les maladie infectieuse
causées par les bactéries et les champignons effectuent des maillons de personnes dans le
monde entier, et causent de lourdes pertes au niveau économique. Des nombreux programmes
ont été conduits pour découvrir et développer de nombreux agents antimicrobiens d’origine
biologique [56].
> Les bactéries :

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans
tous les milieux. La plupart des bactéries possedent une paroi cellulaire glucidique. Les
bactéries les plus grosses mesurent plus de 2um et jusqu’au début du XXle siécle, les
spécialistes considéraient que les plus petites mesuraient 0,2um, mais il existe des
« ultramicrobactéries », compris en eau douce [57]

Les bactéries présentant de nombreuses formes : sphérique (coques), allongées ou en batonnets
(bacilles) des formes plus ou moins spiralées.

Pour distinguer entre les bactéries au microscope optique, une méthode important 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 (mordancange), toutes les cellules se colorent en violet. soumises ensuite a
I’action de I’alcool éthylique elles se répartissent en : cellules qui conservent la coloration
violette dites a gram positif (Figure 1.15) et qui sont décolorées, appelées a gram négatif
(Figure 1.16). Pour mieux distinguer ces deux categories, 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 [58].
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Apreés leur réaction avec les différents 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 a gram

positif représentent une véritable barriere que la solution alcoolique ne peut franchir [58,59]
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Figure 1.15: Bactérie a gram positif Figure 1.16: Bactérie a gram negatif

> Les bactéries utilisées

> Bactéries a gram negatif

a. Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie naturellement présente dans notre tube
digestif, le plus souvent sans provoquer aucune maladie. C’est une bactérie dite
"commensale” : normalement présente dans la flore intestinale, elle nous protege méme contre
certaines infections. Si la majorité des souches de E. coli sont inoffensives, certaines ont
acquis des facteurs de virulence qui les rendent pathogénes. Son nom a été donné en hommage
aux travaux du médecin allemand Theodor VVon Escherich, qui a mis en évidence la bactérie

en 1885 et de ""colum™ qui signifie célon en latin [60].

b. Pseudomonas aeruginosa
Le genre Pseudomonas, de la famille des Pseudomonadaceae, regroupe des bactéries
mobiles aérobies Gram négatif, de 2 a 4 um de longueur, en forme de batonnets renflés, avec
un flagelle polaire qui joue un role important dans la pathogénicité. Ces bactéries sont

asporulées et peuvent produire des pigments, tels que la pyocyanine (vert-bleu) et la
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pyorubrine (jaune-vert) fluorescentes. P. aeruginosa peut sécréter un vaste éventail de
toxines extracellulaires, notamment l'exotoxine A et des entérotoxines. D'autres substances
comme l'acide hydrocyanique, des enzymes protéolytiques, des biofilms et des substances
hémolytiques peuvent également contribuer a la pathogénicité de cette espece. La combinaison
de toxines et de substances dangereuses est un facteur qui joue un réle déterminant dans la

forte virulence de P. aeruginosa dans différents hotes [60].

> Bactéries a gram positif
a) Staphylococcus aureus

Les staphylococcus sont des bactéries sphériques, qui se divisent sir plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec staphlos),
ils sont immobiles et cultivent sur des milieux content 5% de Na Cl et pour certains jusqu’a 10
et méme 15%.1ls sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylococcus est responsable d’intoxications alimentaires, d’infections localisées
suppurées et, dans certains cas extrémes, de septicémies physiques (greffe, protheses
cardiaques).Staphylococcus aureus se présente comme une coque en amas (grappe de raisin),
gram positif et catalase positif. Sa teneur en caroténoides lui confére une couleur dorée a
I’origine de son nom [57].

b)  Streptocoques

Les streptocoques sont des microorganismes a I’origine de nombreux troubles comme la
pharyngite, ou certaines infections pulmonaires ou cutanées. Les symptomes sont variables
selon I’organe concerne.

On distingue 3 types de streptocoques (Figure 1.17) selon leurs caractéristiques en culture et
leur composition chimique :

Les streptocoques  hémolytiques caractérisées par des halos clairs autour de chaque colonie ;
Les streptocoques a hémolytiques entourés d’une zone colorée en verte ;

Les streptocoques y hémolytiques.
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Figure 1.17: streptocoques
1-6-2.Les polyphénols
> Définition
Les polyphénols sont des antioxydants trés répondus dans le régne végétal, leur structure de

base est constituée d’un noyau benzénique lié a une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres
(Figure 1.18), ils possédent plusieurs fonctions biologiques telles que la protection contre le
stress oxydatif et les maladies dégénératives. Les polyphénols sont trés nombreux, plus de
8000 structures identifiées, ils sont classés selon la complexité du squelette de base, le degré
de modifications de ce squelette et les liaisons avec d’autres molécules. Suite a cette différence
de structure, les polyphénols sont classés en quatre groupes voir les acides phénoliques,

flavonoides, tannins et lignines [61,62].

OH

Figure 1.18: Structure du noyau phénol.

1-6-3.Les flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000

composés différents et distribués de maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires. Leur
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squelette chimique commun posséde 15 atomes de carbones, constitué de deux noyaux
benzéniques A et B reliés par un cycle puranique central C (Figure 1.19).1ls different les uns

des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, et la nature de C.

Figure 1.19: Squelette de base des flavonoides.

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavonols, les
flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes. Ils sont localisés
dans divers organe : fleurs, fruits, feuilles, tiges et racines. La couleur des fruits, des fleurs et

des feuilles est une caracteéristique des flavonoides [63].

1-6-4. Spectroscopie Infrarouge
>  Définition:

La spectroscopie IR est une technique d’analyse permettant de déterminer la nature des
liaisons chimiques présentes dans un échantillon et d’en caractériser les groupements
moléculaires afin d’obtenir de nombreuses informations sur la conformation et les éventuelles
interactions.

» Principe de I’infrarouge :

La plupart des substances chimiques, lorsqu’elles sont soumises a un rayonnement infrarouge
absorbent de maniére sélective certaines longueurs d'onde du spectre. L'absorption est caractéristique
des liaisons chimiques qui constituent le composé. Cette méthode d'analyse structurale révele la
nature des liaisons entre atomes dans une molécule et correspond a des changements
énergétiques affectant essentiellement les états de vibration des liaisons entre atomes.

Le résultat d'une analyse se traduit par un spectre infrarouge qui se compose de plusieurs
bandes d'absorption. Dans l'infrarouge moyen (4000- 450 cm™), elles correspondent aux
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différents modes fondamentaux de vibrations de la molécule auxquelles s‘ajoutent certaines
harmoniques (absorption au nombre d'onde multiple du mode normal) et combinaisons
(somme ou différence des fréquences fondamentales). Parmi les modes de vibration des
molécules, il y a les vibrations d'élongation et les vibrations de déformation. L'attribution de
toutes les bandes n'est pas facile. Toutefois, I'identification de certaines d'entre-elles permet de

reconstituer la structure de I'échantillon [64, 65].

» Appareillage:
Il existe deux sortes de spectromeétre IR : le spectrometre a balayage et le spectrométre a
transformee de Fourier [66].
- Un spectrométre IR & balayage s'agit du modéle le plus classique, semblable aux]
spectrophotomeétres utilisés en spectroscopie UV-visible.
- Un spectrométre IR & transformée de Fourier (IRTF) est identique & un spectrométre| a
balayage le systéme dispersif est remplacé par un interféromeétre (de Michelon)
dont la position est ajustée par laser. Il est composé des éléments suivants :
- Source
- Echantillon -
- Systeme dispersif -

- Détecteur

» Domaines d’application:

La spectroscopie infrarouge est trés répandue dans la recherche académique et dans l'industrie
en tant que technique simple et sre, de contrdle de qualité et de mesure dynamique. Elle est, par
exemple, utilisée en [64] :

e Meédecine légale : identification des composés.
e Industrie de la micro-électronique : pour la caractérisation des matériaux et/ou quantification
du stress subi lors de leur fonctionnement.
e Environnement : pour la caractérisation de polluants ou de contaminants.
e Pharmacie : pour la caractérisation des composés et notamment la répartition du principe actif.
e Géologie : pour I’analyse de minéraux par micro-spectrométrie infrarouge

.» Agroalimentaire : pour I’identification de contaminants (champignons, bactéries, ..)
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I1- Matériel 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 « Graviola, Ephédra alata, Ajuga Iva et I’Ortie) et d’effectuer une comparaison entre
leurs effets antibactériens et antioxydants

Notre travail a consisté, dans un premier temps, a I’extraction des constituants des
plantes: par macération et décoction; ensuite a effectuer leurs analyses par différentes
méthodes de caractérisation. Une partie de cette caractérisation a été réalisée au laboratoire de
microbiologie au dispensaire.
11-2.Le matériel végétal

Les différentes plantes ont été achetées a Alger

L’éphédra et le Graviola sont choisis dans cette etude essentiellement pour leurs effets
anticancer,

Ajuga lva et I’ortie sontt également utilisées pour leurs effets thérapeutiques

essentiellement antidiabéte vu leus caractéristiques antioxydantes.

11-3. Matériel et produits utilisés: Le matériel et produits utilisés pour nos experiences sont
presentés sur le tableau 1.1

Tableau I11.1: Matériel et produits utilisés

Matériel Produits
- Bécher - Ethanol,
- Erlenmeyer - Acide gallique
- Balance - Souches bactériennes
- Agitateur magnétique - Bromure de potassium (KBr)
- Etuve - Réactif de Folin
- Rotavapeur - Carbonate de sodium
- Burette - Milieu de culture: la gélose
- Paro magnétique Muller-hinton (M-H)
- Tubes - Eau distillé
- Spectrophotomeétre IR
- Papier filtre
- Boites a pétrie
- Tubes a essais
- Entonnoir
- Pipette graduée
- Appareil UV-Visible
- Ecoviant
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11-4. Procédés d’extraction
L’extraction par solvant est réalisée selon le travail d’Aswan et al [7] par macération a

I’éthanol et décoction, avec quelques modifications, comme suit:

a- Extraction par macération a I’éthanol

On fait broyer 20 g de plante (Graviola, Ephédra alata, Ajuga Iva et I’Ortie). On
Introduit la poudre obtenue dans 100 ml d’éthanol, a température ambiante pendant 24h sous
agitation magnétique. Apreés filtration, on garde le filtrat et on ajoute 100ml d’éthanol au
résidu sous agitation magnétique 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 11.1).

Enfin, on fait sécher I’extrait obtenu a I’étuve a 40°C et on peése I’extrait sec (Figure

I1.2) pour déterminer le rendement.

b- Extraction par décoction :

On prend 20g de la poudre végétale on leur ajoute 200 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
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.
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.

écoction
que

D : Macération & I’alcool / d
sous agitation magnéti

E - Filtration F : Evaporation du solvant
par rotavapeur

Figure 11.1 : Etapes photographiques de I’extraction par décoction et par macération réalisée au
laboratoire de biologie de la faculté des sciences de I’université de Médéa
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H: L’extrait sec G : Séchage de I’extait a
I’etuve

Figure 11.2 : Obtention de I’extrait sec aprés séchage a I’étuve

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 matiére vegeétale utilisée (Mv). Il est donné
par la formule suivante:

R% = (Me / Mv) * 100

R%: Rendement en %.
Me : Masse I’extrait sec
Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.

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

Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotomeétre FTIR- 8400 de
marque SHIMADZU , a partir de pastilles de KBr anhydre renfermant environ 1 % en masse
de poudres d’echantillons constituées de poudre de Graviola, Ephédra alata, Ajuga lIva et
I’Ortie.

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.
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Un mélange homogene a I'état 1% de poudre / poudre KBr est préparé puis dépose
dans un moule qui est soumis a une tres forte pression dans une presse hydraulique. |l est

ensuite extrait du moule sous forme d'une pastille.

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

par le détecteur donne le spectre IR de I’échantillon.

11-6. Activité antibactérienne

» Mode Opératoire:
» Prépartion de la dilution :

- On pese 1g de I’extrait de chaque plante et on met dans un tube de 100ml (solution
mére)

- On prépare une série de 4 tubes a vis contenants chacun 9ml d’eau physiologique
stérile

- A partir de la solution mére, introduire aseptiquement 1ml a I’aide d’une pipette
stérile dans le tube 1 contenant 9ml d’eau physiologique stérile (il s’agit de la
dilution 10°).

- On agite doucement le tube par des mouvements de rotation

- On refait la méme opération en partant cette fois-ci de la dilution 10™ du tube 1 et

en prélevant 1ml avec une autre pipette stérile et I’introduire dans le tube 2 pour
avoir la dilution 107

- On Procéde de la méme maniére pour les autres tubes jusqu’a la dilution 10

o ]

Figure 11.3: Schéma récapitulatif de la préparation des dilutions des extraits.

» Prépation des précultures :

La méthode de diffusion sur le milieu gélose a éte realisée sur Muller-hinton (M-H).
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YV V V VYV V

On fait fondre le milieu dans un bain marie a 95°C, puis le verser dans des boites a
pétris.
On prépare une suspension bactérienne dans I’eau physiologique en prélevant a
I’aide d’une anse stérile, une petite quantité de la colonie microbienne, puis on
I’imerge dans le tube contenant I’eau physiologie. On laisse le melange dans I’etuve
a 37°C pendant 15 mn (4 tubes correspondant aux 4 souches utilisées ont été
prépares)
Apreés refroidissement des boites a pétris a température ambiante, on étale le contenu
du tube a la surface du milieu culture.
On imbibe les disques dans les solutions de dilution (SM, 10, 102,107) et on les
dépose a la surface de la boite a pétri. (Figure 11.4)
Incubation a 37°c pendant 24h (Figure 11.5).
Mesure du diamétre de zone d’inhibition

Les diamétres des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne sont classés en 5

catégories :

Tres fortement inhibitrice : D > 30 mm.

Frotement inhibitrice : 21mm <D <29mm

Modeérément inhibitrice : 16mm < D < 20mm

Légerement inhibtrice : 11 mm <D < 16mm

Non inhibtrice : D <10mm
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‘ 1 : Fondre le milieu de culture \

3 : Prépartion des dilutions

6 : Dépdt des disques imbibés
d’extraits

5: Esemencement des boites
par la suspension bactérienne

Figure 11.4: Différentes étapes de la mesure de I’activité antibactérienne
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8 : Mesure des zones 7 : Incubation dans I’etuve
d’inhibitions pendant 24H a 37°C

Figure 11.5: Incubation dans I’étuve et mesure des zones d’inhibition

I11- 7.Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode

de Folin-Ciocalteu [63].
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué de
polyheterocycles acides contenant un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
phosphomolybdique (H3PM012040), il est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes
bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo08023). Cette coloration bleue dont
I”intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne

un maximum d’absorption a 750 nm.

> Mode opératoire :

On dissout 1g d’extrait sec dans 100ml d’eau ou d’éthanol. On prend 0.3ml de cette solution
meére a laquelle on ajoute 1.5ml de réactif de Folin-Ciocalteu a 10% (V/V) et 0.2 ml de
carbonate de sodium (Na,CO3) a 7.5%. (m/V) (Figure 11.6)
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0.3ml de la solution mére

+1.5ml de Folin-Cioglteu a 10% (VI\N)

+ 0.2ml de carbonate de sodium a 7.5% (w/v)

Agitation pendant 10 secondes

Incubation a I’obscurité pendant 1H 30min

Lecture a 750 nm

Figure 11.6: Dosage des phenols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu

Les concentrations des polyphénols contenus dans nos extraits sont calculées en se
référant a la droite d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide galligue comme standard a
différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons. La lecture des
absorbances est effectuée en utilisant un spectromeétre Uv-visible (Figure 11.7). Les résultats
sont exprimés en mg équivalent en acide gallique/ g de matiere séche.

Figure 11.7: Spectrophotometre UV-Visible
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CHAPITRE 111 : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

Differents paramétres peuvent influencer I’extraction : la température, la pression, la
durée, le pH ainsi que le type de solvant. Le solvant joue un réle primordial dans le processus
d’extraction étant donné que la solubilité est le parametre le plus important [7].

Le changement du solvant a un impact direct sur la composition en métabolites de I’extrait
obtenu. Aucun type d’extraction ne permet d’obtenir tous les métabolites d’une plante. Type

de métabolites : Phénols, flavonoides, terpénes, coumarines et alcaloides [9].

111-1. RENDEMENT DE L'EXTRACTION

Le rendement de I’extraction varie en fonction de I’espéce végétale, I’organe
utilisé dans I’extraction, les conditions de sechage, 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 5,8 et 10,5 %
(Tableau I11-1).

Tableau I11-1.Résultats des rendements d’extraction

Expériences Solvant Volume du Matiére végétale Masse de la | Masse de | Rendement
d’extraction solvant matiere I’extrait
d’extraction végétale (en 9) en %
(enml) (eng)
1 Ethanol 200 Graviola 10 0.84 8.4
2 Ethanol 200 Ephedra alata 10 0.83 8.3
3 Ethanol 200 Ajuga lva 10 0.78 7.8
4 Ethanol 200 Ortie 10 0.67 6.7
5 Ethanol 200 Graviola 20 1.24 6.2
6 Ethanol 200 Ephedra alata 20 1.46 7.3
7 Ethanol 200 Ajuga lva 20 1.16 5.8
8 Ethanol 200 Ortie 20 2.1 10.5
9 Eau 200 Graviola 20 1.61 8.1
10 Eau 200 Ephedra alata 20 2.04 10.2
11 Eau 200 Ajuga lva 20 2.07 10.35
12 Eau 200 Ortie 20 1.86 9.3

Le rendement d’extraction dépend du mode d’extraction ainsi que la nature de la plante
étudiée.
La figure 1.1 montre I’influence de la méthode d’extraction sur le rendement. D’apres ces
valeurs, il apparait clairement que I’extraction par décoction donne des valeurs de rendements
plus importants que la macération sauf pour I’ortie. Ce résultat est en accord avec le travail de
Ben salem et Hadji [67] sur I’éphedra et le gingembre.
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Le travail de Achour et Keddar sur le gingembre [9] a donné un rendement de 33 % pour la
décoction et 14% pour la macération. LEHOUT et LAIB [68] ont trouvé un rendement de 13.3
% par macération avec un mélange méthanol/eau (70/30) (v/v) et 21% par décoction.

Le rendement d’extraction est influencé par la nature et la polarité du solvant d’extraction
[68]. L’eau est plus polaire que I’éthanol, ce qui permet d’extraire plus de composes polaire
avec I’eau en comparaison a I’éthanol.

En utilisant une quantité de 10g et pour le méme volume d’extraction (Figure 111.2), les
valeurs des rendements d’extraction sont plus importants en comparaison aux valeurs obtenus
avec 20g sauf pour I’ortie. Ce volume d’extraction est insufisant pour cette quantité de plante
On a donc a priori intérét a utiliser un maximum de solvant d’extraction pour augmenter le
rendement afin de recueillir la quantité maximale d’extrait contenant plus de principes actifs, mais
Il est inutile de prendre une quantité trop élevée de solvant d’extraction, pour plusieurs raisons:

e colt du solvant lorsque ce n’est pas I’eau ;
e nécessité de I’éliminer par la suite pour récupérer I’extrait ;

On a toujours intérét & extraire plusieurs fois avec un petit volume qu’une fois avec un
grand volume mais pour une quantité de plante convenable a ce volume de solvant.

Le choix d’un solvant pour I’extraction de la matiére végétale, doit répondre a un
certains nombres de critéeres dont la faible toxicité et la facilité¢ de I’évaporation a basse
température. Le méthanol est recommandé, et est fréquemment employé pour I’extraction des
composes phénoliques. L’extraction par un mélange de solvants peut conduire a des extraits
de bonne qualité riches en antioxydants : le méthanol/ eau est deux fois plus efficace que le
méthanol pur pour I’extraction des composés phénoliques [69].

Les solvants de polarité faible sont de bons solvants pour I’extraction des composés actifs
biologiques non polaires [69].
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Rd %
12 g
10 Vv
g V7~
6 7 ® Maceration
4 ® Decoction
2 -
'0 T T T T
Graviola Ephedra Ajuga Iva Ortie
alata

Figure I11.1 : Valeurs des rendements d’extraction en fonction de la méthode d’extration

Rd %
12 */

10 14 Macération

B¢
"l0g

0 T T T 1
Graviola ~ Ephedraalata  Ajugalva Ortie

Figure 111.2 : Valeurs des rendements d’extraction par macération en
en fonction de la masse des différentes plantes

41



Chapitre 111 : Résultats et interprétations

111-2.Dosage des polyphénols totaux

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont calculées en
se référant a la droite d’étalonnage (y= ax+b) obtenue en utilisant I’acide gallique comme
standard & différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique/ g de matiere seche en
appliquant la formule suivante :

(C=(cxV)/m)[70]

C : Lateneur en phénols totaux (mg d’acide gallique/ g de matiére seche).
c : La concentration de I’acide gallique établie a partir de la droite d’étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait méthanolique ou aqueux (ml)
m : Le poids de la matiere séche (g).
Pour nos expériences 1g d’extrait est dissout dans 100ml d’eau pour les extraits obtenus par
décoction et d’éthanol pour les extraits obtenus par macération a I’éthanol.
(Le blanc est représenté par I’éthanol ou eau additionné du Folin-Ciocalteu et de carbonate de
sodium).

» Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
On a fait dissoudre 0.01g d’acide gallique dans 10ml d’éthanol (solution mere d’acide gallique
1g/l). A partir de cette solution on a préparé les étalons suivants (Le blanc est représenté par
I’éthanol)

Solution mére d’acide 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.6
gallique (en ml)
Volume d’éthanol ajouté 0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.4
(en ml)
Absorbance a 750nm 0 0.009 | 0.027 | 0.044 | 0.05 | 0.076
Concentration (mg/ml) 0 0.1 0.2 0.3 04 0.6

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été
réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La droite montre une linéarité
de I’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes
de chaque extrait ont été rapportées en équivalent gramme d’acide gallique par gramme de
matiére séche et déterminé par I’équation de type: A = 0,129 C sachant que R? = 0,987
(Figure 111..3)
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Figure I11. 3 : Courbe d’étallonage de I’acide gallique

Tableau 111.2. Teneurs en polyphénols totaux

Extrait Concentration en polyphenols Concentration en polyphenols ( mg
(mg EAG/g MS) Extrait aqueux EAG/g MS) Extrait éthanolique
Ajuga iva 489.1 235.6
Graviola 571.3 199.22
Ephédra 537,9 642.6
Ortie 412.4 210

(EAG/g MS :mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiére seche)

Dapreés les résultats du tableau 111.2, il apparait clairement que les extraits aqueux

contiennent plus de polyphénols que les extraits éthanolique. Le graviola et I’éphedra en

contiennent plus que les deux autres plantes. Cela explique leurs utilisations par les individues

pour le traitement du cancer. Une plante riche en antioxydant (polyphenols, flavonoides et

alcaloides) possede un effet plus efficace sur les maladies dangereuses. Malheureusement

nous n’avons pas pu trouver les réactifs necessaires pour I’analyse des alcaloides et des

flavonoides.

Les résultats du tableau I11.2 sont présentés sur la figure I11.4 qui illustre d’une maniere plus

claire la teneur des quatres plantes en polyphénols.

43




Chapitre 111 : Résultats et interprétations

o~ 700 -

=

bD -

> 600

<

25

&0 500

=

3 400 -

s B Extrait aqueux
= . .
£ 300 m Extrait éthanolique
S

.

5 200 -

=)

=

s 100

=

!

s 0 . T . r .

o Ajugaiva Graviola Ephédra Ortie

Figure I11. 4: Teneurs en polyphénols

Cette variation est liée a la nature de chaque plante et au taux de polyphénols contenu dans
cette plante.

L’extraction par décoction a permi d’extraire une quantité plus importante en polyphénols que
la macération, cela est peu étre di a la température d’extraction utilisée pour la décoction
(65°C) ; alors que pour la macération nous n’avons pas utilisé une température élevée pour

éviter I’évaporation de I’éthanol dont la température d’ébulition est de 40°C.

111-3. ANALYSE INFRAROUGE

Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotomeétre 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 quatres plantes avant

extraction sont représentés sur la figure suivante.
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L’objectif de la spectrométrie infrarouge est I’identification des fonctions chimiques
présentes dans un produit. Le principe de cette méthode se base sur les liaisons, entre les

atomes composant une molécule et qui possedent des fréquences de vibration propre. Ces
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liaisons absorbent les rayons électromagnétiques d’énergie correspondante. Ainsi, la molécule
absorbe les rayonnements infrarouges difféeremment a diverses fréquences, chacune est

caracteristique d’une fonction chimique.
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Figure 111.10 Spectres IR de I’éphedra

A partir des résultats d’analyse par infra-rouge des différentes fractions des extraits, il
ressort que les quatres plantes se caractérisent par plusieurs liaisons a fonctions variables. En
effet, les bandes larges autour de 3400 cm-1 sont associées a la vibration d’élongation de la
liaison OH (fonction phénol). Les bandes étroites autour de 2924 a 2926 cm-1 correspondent &

48

50




Chapitre 111 : Résultats et interprétations

la vibration de déformation de la liaison CH (fonction alcéne). Les bandes fortes autour de
1630 a 1640 cm-1 correspondent a la vibration d’élongation de la liaison C=0 (fonction
aldéhyde). Enfin, les bandes autour de 1095 cm-1 sont attribuées a la vibration d’élongation de
la liaison C-H (fonction ester) [66, 71].

Les extraits obtenues par macération représente un pic supplementaire aux alentour de
1388 cm-1 qui correspond a la déformation dans le plan de la liaison OH des alcools [71], ici il

s’agit de I’éthanol qui peut se trouver en traces dans nos extraits.

-4 ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Il s’agit de déterminer le diamétre d’inhibition. Nous rappelons, que les objectifs de

cette manipulation sont :

- d’évaluer in vitro le pouvoir antibactérien des extraits dissouts dans I’éthanol et dans I’eau

- de vérifier si on peut utiliser ce pouvoir antibactérien comme un facteur de comparaison
entre les deux méthodes d’extraction étudiées.

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé contre les
bactéries : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa a gam negative ainsi que
Staphylococcus aureus et Streptococcus a gam positif.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diametre de la zone d'inhibition

autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis des différentes bactéries

» 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 des extraits obtenus par décoction et par macération dans
ce qui suit.
Les zones d’ihibitioon des extraits des quatres plantes obtenus par décoction sont illustrées sur

les figures suivantes.
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Figure 111.12 : Zones d’inhibition de I’extrait de plante (Ephédra) obtenu par décoction

50



Chapitre 111 : Résultats et interprétations

@O REDMI NOTE BT
CO HIND

Figure 111.13:

@O REDMI NOTE 8T
CO  HIND

Figure 111.14 : Zones d’inhibition de I’extrait de plante (Ortie) obtenu par décoction

Les zones d’ihibitioon des extraits obtenus par macération sont présentées sur les figures
suivantes.
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Figure 111.16 : Zones d’inhibition de I’extrait de plante (Ephedra) obtenu par macération
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Figure I111.17 : Zones d’inhibition de I’extrait de plante (Ortie) obtenu par macération

Figure 111.18 : Zones d’inhibition de I’extrait de plante (Graviola) obtenu par macération
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Tableau I11.3: Valeurs des diamétres d’inhibition des souches bactériennes utilisées en (mm)
(valeurs de la 2°™ dilution)

Souche Staphylococcus | Streptococcus | Escherichia | Pseudomonas
aureus Coli aeruginosa
Milieu de culture MH MH MH M H
Ajuga lva M 11 12 0 0
Ajuga lva D 15 7 0 0
Ephedra M
0 12 10 0
Ephedra D
0 8 0 0
Ortie M
11 0 9 0
Ortie D
15 0 0 0
Graviola M 7 0 0 0
Graviola D 0 0 0 0
Temoin GN 39 22 25 -

M H : La gélose Mueller Hinton, D: Extrait obtenu par décoction, M: Extrait obtenu par maceration

GN: Gélose Nutritive (forme antibiotique qui posséde un effet antibactérien sur toutes les bactéries)

Nos extraits possédent une activité antibactérienne sur les souches: Staphylococcus
aureus et Streptococcus mais pas d’effet sur les souches: Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli sauf pour I’extrait éthanolique de I’éphedra avec un diameter d’inhibition de 10

mm. Ce résultat est présenté d’une maniére plus claire sur I’histogramme de la figure 111.18.
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Figure I11.19 Activité antibactérienne des differents extraits

Les diametres d’inhibition obtenus a différentes concentrations pour I’ortie avec la

bactérie Staphylococcus aureus sont présentés sur le tableau I11.4.

Tableau 111.4 Valeurs des diamétres d’inhibition de souches bactérienne Staphylococcus aureus a

différentes concentrations en extrait de I’ortie obtenu par décoction

Ortie Solution mére 1°* dilution 2°™ dilution 3°™ dillution
Diametre (mm) 17 16 15 13 mm
Concentration (g/l) 10 1 0.1 0.01

Le diametre d’inhibition (13mm) est obtenu avec la concentration :
C = Cmére x 10° = 10*10° = 0.01g/I

Avec Cmere = 10g/I
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CONCLUSION

La phytothérapie peut constituer une medicine alternative ou au moins comme un
complement a la pharmacie classique.

A I’heure actuelle, I’ Algérie est un pays riche en terme de biodiversité, et I’usage des
pharmacopées traditionnelles est encore une pratique bien vivante. Ces pharmacopées
traditionnelles comportent des traitements pour soigner plusieurs maladies chroniques tel que
le diabete et le cancer.

Le principal objectif de ce travail de recherché est d’éffectuer une etude comparative
entre quatre plantes issus de cette biodiversité végétale: Ajuga lva, Graviola, Ephedra et
I’Ortie. Le choix de ces plantes est basé sur la fréquence de leurs utilisations par la population
locale pour le traitement du diabete et cancer.

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 sauf pour I’ortie. Le rendement d’extraction dépend du mode d’extraction, de
la nature de la plante étudiée, de la polarité du solvant d’extraction ainsi que la
température utilisée.

» La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été
réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les quantités des
polyphénols correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en équivalent
gramme d’acide gallique par gramme de matiere seche. Nos résultats montrent que les
extraits aqueux contiennent plus de polyphénols que les extraits éthanoliques. Le
graviola et I’éphédra en contiennent plus.de polyphénols que les deux autres plantes.

» Les spectres IR obtenus sont caractéristiques des composants présents dans
I'échantillon. lls nous fournissent de I'information sur la structure chimique et sur la
conformation et la dynamique de I'échantillon étudié. La spectroscopie IR a montré la
présence des bandes caractéristiques de quelques fonctions qui existent au sein des
quatres plantes et de leurs principes actifs

» Nos échantillons possédent une activité antibactérienne sur les souches:
Staphylococcus aureus et Streptococcus mais pas d’effet sur les souches: Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli sauf pour I’extrait éthanolique de I’éphédra qui possede
un effet sur I’ Escherichia coli.
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PERSPECTIVES

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

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

» d’effectuer le dosage des flavonoides ainsi que les alcaloides qui possédent un effet
tres efficace dans le traitement du cancer.

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

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

» d’etudier 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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