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Résumé

Cymbopogon schoenanthus, connue sous le nom vernaculaire "lamade" est une plante
médicinale trés répandue dans le sud algérien de la famille des Poaceae, largement utilisée en
médecine traditionnelle. L’extrait méthanolique brut a été obtenu par I'extraction par

maceration (EM), en utilisant le méthanol comme un solvant/eau 70/30 % (v/v).

Les rendements des fractions obtenus (éther de pétrole, acétate d'éthyle, dichlorométhane, n
butanol, sont: 1,04 % et 1,06 % et 1,045 % et 1,61%.

Les composes des fractions isolés ont été separés par différentes techniques:

- La chromatographie analytique sur couche mince CCM sur gel de silice.

- La chromatographie analytique sur couche mince CCM sur gel de polyamide
- La chromatographie analytique sur couche mince CCM bidirectionnelle.

- La chromatographie sur micro colonne.

Les structures des produits isolés de fraction de colonne ont été déterminées par la

combinaison de méthode spectrale a savoir la spectrométrie UV visible.

Mots clés: Cymbopogon schoenanthus, plante médicinale, métabolite secondaire.



Abstract

Cymbopogon schoenanthus, known under the common name "Lamade™ is a medicinal
plant widely used in the south of Algeria, in traditional medicine. It belongs to the family of
Poaceae. The crude methanol extract was obtained by maceration extraction (ME), using

methanol as a solvent / water 70/30% (v / v).

The rates of obtained fractions (petroleum ether, ethyl acetate, dichloromethane, n
butanol) are: 1.04%, 1.06%, 1.045% and 1.61%.

The compounds of the isolated fractions were separated by different techniques:
- Analytical thin-layer chromatography ATC on silica gel.

- Analytical thin-layer chromatography ATC on polyamide gel

- Bidirectional Analytical thin-layer chromatography

- Micro column chromatography.

The structures of the isolated column fraction products were determined by the spectral

method combination namely visible UV spectrometry.

Key words: Cymbopogon schoenanthus, medicinal plant, secondary metabolite.
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Introduction Générale

On a longtemps employé des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi
¢taient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du XIX ¢me
siecle, en améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer et
parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique
officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux
connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine méfiance 1’emploi de
végétaux ou d’extraits complexes de végétaux dont 1’action est confirmée par 1’usage sans

étre attribuée de fagon certaine a une molécule type[1].

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des

matiéres premiéres pour la semi-synthese [2].

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures
in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui
sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti inflammatoires,

inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti radicalaires.

IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou

la maturation des fruits [3].

Les plus représentes sont les flavonoides et les tannins. Elles ont été utilisees dans de
nombreux domaines incluant par exemple la médecine, la nutrition, I’assaisonnement, les

boissons, les teintures et les cosmétiques [4].

Notre travail constitue une contribution a la séparation et la purification de quelques
principes actifs de plante: Cymbopogon schoenanthus, issue de la région Ghardaia. Pour ce
contexte, le travail s’échelonne sur deux grandes parties reparties en quatre chapitres. La

premiére partie regroupe quelques généralités sur les plantes médicinales et la plante étudiée.
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En deuxiéme partie, nous présentons d’abord les matériels et les méthodes utilisés dans ce

travail. Nous avons ensuite entamé une évaluation des résultats.
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Chapitre | les plantes médicinales et les principes active

I. Les plantes médicinales :

1.1. Définition ;

La plante est un organisme vivant, marque son identité par des spécificités
morphologiques, a 1’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées a

des voies de biosyntheses inédites, représentant 1’intérét de 1’usage des plantes médicinales

[5]

D’apres la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales "sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopee européenne dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses”. Ces plantes médicinales peuvent également avoir des

usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques [6].

En d’autres termes nous pouvons dire que les plantes médicinales regroupent I'ensemble
des plantes dont un ou plusieurs de leurs organes sont utilisés pour leurs vertus
thérapeutiques. Il peut s'agir de la tige, des feuilles, de I'écorce ou encore des racines qui sont

employées a des fins curatives [7].

Dans le Code de la Santé Publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante
médicinale au sens juridique. C’est une plante, non mentionnée en tant que medicament, qui
est vendu librement par les pharmaciens [8].

On peut distinguer deux types des plantes médicinales : En premier lieu se trouve
I'allopathie dans laquelle les plantes ont une action importante et immédiate, beaucoup plantes
utilisées dans ce mode de traitement peuvent s’avérer toxiques. En effet deux tiers des
médicaments sur le marché sont d'origine naturelle, principalement végétale. Puis on
différencie les plantes dépourvues d’effet iatrogéne mais ayant une activité faible. Elles sont

utilisées en totalité ou bien une des ses parties seulement [9].
1.2. L'origine des plantes médicinales :

Elle porte deux origines des plants. En premier lieu les plantes spontanées dites "sauvages"

ou "de cueillette”, puis en second les plantes cultivées [10].
1.2.1. Les plantes spontanées :

La valeur médicinale des plantes spontanées se montre trés inégale sur le territoire

puisqu’elle varie en fonction de 1’origine, du terrain et des conditions de croissance. Ainsi, le
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Chapitre | les plantes médicinales et les principes active

Genét-a-balai (Cytisus scoparius L.) de Bretagne est délaissé pour I’extraction de la spartéine
au profit de celui du Morvan car la richesse en alcaloides y est favorisée par la rigueur du
climat [11].

1.2.2. La plante cultivée :

La culture des plantes évite ces inconvénients. Elle assure une matiére premiere en
quantité suffisante, homogene au double point de vue aspect et composition chimique. Elle
peut étre intensifiée ou non suivant les besoins médicinaux. Naturellement, la culture doit
s'effectuer dans les meilleures conditions possibles et tenir compte, entre autres, des races
chimiques [12].

1.3. Utilisation :

Il faut savoir que les plantes médicinales sont utilisées par I'homme depuis prées de 7000
ans et que certains animaux, comme les grands singes, les consomment dans un but
thérapeutique [13].

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme remédes contre plusieurs
maladies. A titre d’exemple, 1’ail, le gingembre, la menthe, le thym, la sauge, le fenugrec, le
genévrier, ’origan et I’absinthe sont utilisés comme antiseptiques, anti-inflammatoires,
antiparasitaires et pour la stimulation de la digestion et le traitement de plusieurs maladies
gastro-intestinales [14]

Gréace a leur richesse en métabolites secondaires, ces plantes sont utilisées comme additif
dans I’alimentation des ruminants, dans le but de trouver des alternatives aux antibiotique
ionophoresles « ionophores endogénes qui sont présents dans la cellule »pour 1’amélioration
des fermentations dans le rumen [15]. Plusieurs études ont montré 1’efficacité de ces plantes,
tels que le programme de 1’Union Européenne «Rumen-up» destiné a la recherche et
I’identification des plantes riches en molécules actives a effet bénéfique sur la fermentation
ruminal [16].

L’¢tude de I'effet des plantes comme additif repose sur 1’utilisation des parties les plus
riches en métabolites secondaires telles que les feuilles, les graines, les racines, les fruits, les
fleurs, ou la totalité de la partie aérienne de la plante [17].

Cependant, dans certains cas, 1’utilisation des plantes brutes peut masquer 1’effet des
métabolites secondaires gréce a leur forte teneur en sucres ou a la faible dose utilisée, ce qui
rend la purification et 1’identification de ces substances indispensables pour révéler 1’effet et

mieux comprendre son mécanisme d’action [18].
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Chapitre | les plantes médicinales et les principes active

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacologie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui sont surtout utilisés en
thérapeutique.

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la
recherche est orientée vers la découverte de nouvelles molécules bioactives, ou des matiéres
premiéres pour la semi synthese [19].

I.4. Les difféerentes modes de préparation des plantes:

En dehors des trois préparations classiques des plantes médicinales par les procedés
d'infusion, de macération et de décoction, on utilise encore les plantes sous forme de
cataplasme, de poudre ou de fumigation [20].

1.4.1. Cataplasme :

Les cataplasmes peuvent s'appréter avec divers organes de la plante (bourgeons, feuilles,
fleurs, fruit, graines, écorces). lls sont utilisées en applications externes pour traiter
essentiellement les ecchymoses, les foulures, les brulures, les ulcérations, certaines plaies, les
inflammations, les douleurs nerveuses ou musculaires, certaines formes rhumatismales [21].

Il consiste a appliquer sur la peau des préparations de consistance moelle et pateuse ou
encore des préparations de plantes rapées ou écrasées. On utilise aussi des plantes amollies
par infusion ou par décoction, dont on fait une espece de coussin introduit entre deux linges et
qu’on applique sur la partie malade. Les cataplasmes peuvent étre émollients, résolutifs,
calmants ou rubéfiants [22].

1.4.2. Poudre :

Les plantes desséchées (entieres ou feuilles, graines, racines ou écorces) sont broyées,
puis incorporées aux aliments (marmelade, confiture) [23].
1.4.3. Fumigation :

Les fumigations sont tres utiles lors des laryngites pour humidifier les muqueuses. Elles
apportent un bien-étre immeédiat et une résolution plus rapide de la pathologie. On fait bouillir
ou bruler des plantes, de facon a bénéficier de propriétés thérapeutiques des vapeurs ou
fumées produites .Ces vapeurs des plantes aromatiques ont un grand pouvoir désinfectant
[24]. Cependant, le malade, parfois, doit humer directement ces vapeurs bienfaisantes en se
placant au-dessus du récipient retiré du feu, la téte recouverte d’une serviette: il inspire a fond
et fait alors inhalation. Aussi, la fumée qui se dégage lorsqu'on fait bruler lentement les

plantes, sur les braises du foyer, sert a purifier I'air des chambres des malades [25].
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Chapitre | les plantes médicinales et les principes active

1.5. Généralité sur Cymbopogon schoenanthus:

1.5.1. Description botanique :

Cymbopogon schoenanthussont trouvés dans Ghardaia. Cette graminée pousse en touffes
denses de 30 a 40 cm de haut, comprenant plusieurs rejets, a souche aromatique. Tiges
nombreuses et courtes. Feuilles étroites, longues, souples d'abord, puis coriaces et s‘enroule
sur elle-méme. Tiges florales nombreuses, dressees et tres longues. Epis plus ou moins teinté
de violet. Toute la plante, mais surtout sa partie inferieure dégage une odeur puissante et trés
agreable en se desséchant. Période de végétation epiaison en avril-mai.

Habitat: en pieds isolés sur sols caillouteux, dans les lits d'oued et les ravins [26].
Cymbopogon schoenanthus(Lemmad)
1.5.2. Position systématique : [27]
» Regne: Végétal.
Sous Régne: Tracheobionta.
Super Embranchement: Spermatophyta.
Embranchement: Magnoliophyta.
Classe: Liliopsida.
Sous classe: Commelinidae.
Ordre: Cyperales.
Famille: Poaceae.

Genre: Cymbopogon.

vV V.V V V V V V V¥V

Espéce: Schoenanthus.

Figure 1: Cymbopogon schoenanthus (L.) spreng [1]
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Chapitre | les plantes médicinales et les principes active

1.5.3. Utilisation :

Elle est trés réputée pour ses vertus médicinales. Pharmacopée : ses gaines foliaires et ses
souches sont utilisées seches ; en infusion comme diurétique et pour donner de I'appétit et en
décoction pour soigner les troubles intestinaux et les intoxications alimentaires. Intérét
pastoral : plante broutée par les chevres et les dromadaires [28].

Dans la médecine traditionnelle de la région de Ghardara cette espéce a été utilisée pour un

diuretique et calment.

1.6. Les métabolites des plantes médicinales :

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits " secondaires" dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I'homme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire [29].
1.6.1 Métabolites primaires :

Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractere nécessaire et vital a la survie
de la cellule ou de l'organisme. Ils ont un réle essentiel pour le métabolisme et le
développement végétal, se retrouvent dans toutes les especes. Les métabolites primaires

rassemblent : les acides aminés, les lipides, les glucides....ect [30].

1.6.1.1. Les glucides :

Représentent une source d'énergie surtout au niveau des parois (cellulose).Les glucides sont
constitués par des chaines plus ou moins longues de particules élémentaires (oses) et on peut les
classer en glucides simples et glucides complexes selon le nombre de particules élémentaires qui les
constituent autrement dit selon leur degré de polymérisation. Entrent dans la classe des glucides
simples, les monosaccharides (glucose, fructose, galactose) et les disaccharides (lactose, saccharose,
maltose) [31].

1.6.1.2. Les lipides :

Constituent aussi une source d'énergie présente dans les membranes cellulaires. Les lipides
ou corps gras sont réservés dans les fruits et dans les feuilles, plus rarement dans les tiges et encore

dans le mésocarpe du fruit (olive, palmier a huile); comme les plantes dites oléagineuses [32].
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1.6.1.3. Les amines acides :

Représentent une source primaire de construction des protéines. Les glucides sont des
constituants universels des organismes vivants. Parfois appelés hydrates de carbone, ce sont,
en premiere approximation, des composés organiques carbonylés (aldéhydiques ou

cétoniques) [33].
1.6.2. Métabolites secondaires :

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le réle au
niveau de la plante n’est pas encore parfaitement ¢lucidé. Le fait que beaucoup de ces
composés ne se rencontrent pas chez toutes les espéces montre qu’ils n’entrent pas dans le
métabolisme général (métabolisme primaire) : ce sont des métabolites secondaires qui
n’exercent aucune fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de 1’organisme
végétal (croissance, développement, reproduction...) mais peuvent jouer différents rdles pour

la survie du végétal lui-méme (role de résistance) [34].
1.6.2.1. Les composées phénoliques :

Les composants phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec

des glucides.

IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques

comme la croissance cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits [35].

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxy cinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique...), les flavonoides,

les tanins, et les coumarines ect....

1.6.2.2. Alcaloides :

Alcaloides sont métabolites secondaires de structure complexe et qui répondent aux

criteres suivants :
-Molécules organiques.

-Molecules azotées = caractére basique
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-Insolubles dans 1’eau
-Donnent des sels solubles dans 1’eau en milieu acide.

Il existe de trés nombreux alcaloides avec des propriétés pharmacologiques variées
souvent tres toxiques (marge thérapeutique étroite) [36].

En plus de la choline qui est connue comme constituant des cucurbitacées [37], a révélé
la présence de trois autres alcaloides : (C10 H15 NO3 et C20 H32 NO) considérés comme des
dérivés de la pyridine, tandis que le troisieme (C16H24NO7) a été suggeré étre le dérivé de la

pyridine ou de la quinoléine.

CH;
;
(1Y
N “CH;
H;C o
Quinine Caféine

Figure 02: Structure de quelques alcaloides [2].

1.6.2.3. Les saponines :

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapo. Les saponines ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon [38]. Les saponines sont des
glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement tres
diversifi¢ de molécules tri terpéniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou tri terpénique) liée a une chaine mono ou

polysaccharidique hydrophile [39].

Plusieurs études montrent la capacité des saponines a moduler la fermentation ruminal.
Des resultats satisfaisants sont obtenus avec plusieurs extraits de plantes riche en saponines
[40]. Les saponines sont capables de diminuer le méthane produit lors de la fermentation
grace a I’inhibition des protozoaires ciliés qui sont en symbiose avec les archaebactéries
méthanogenes [41]. Elles provoquent la lyse de ces microorganismes par la formation de
complexes irréversibles avec le cholestérol présent dans leurs membranes cytoplasmiques
[42]. Cependant, le nombre de protozoaires est fortement affecté par la nature du régime

alimentaire ce qui limite 1’effet des saponines.
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1.6.2.4. Polyphénols :

Composes aromatiques possedant au moins 1 groupement phénol. Il en existe plusieurs
sous-groupes : acides phénols, flavonoides, coumarines, tanins. Toute la classe des
polyphénols est surtout utilisée dans les phytomédicaments pour traiter les troubles de la
circulation veineuse. Les molécules sont souvent sous forme d’heterosides (ce qui est tres

rarement le cas pour les alcaloides) [43].

Ces composes jouent un réle important dans la croissance et la reproduction, offrant une
protection contre prédateurs et agents pathogenes [44], en plus de contribuer vers la couleur et
de caractéristiques sensorielles fruits et légumes. Le bénéficiaire effet dérivé de composés

phénoliques a été attribué a leur activité antioxydant [45].

Ces composés ont été signalés de posséder non seulement une activité anti-oxydante, mais

aussi des propriétés antiviraux et antibactériens [46].
1.6.2.5. Les flavonoides :

Le terme flavonoide rassemble une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides) [47]. Tous les
flavonoides ont une origine biosynthétique commune et possédent le méme élément structural
de base. Elles se divisent généralement en cinq classes : flavonols, flavones, anthocyanidines,

flavonones et chalcones [48].

Les flavonoides possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de

deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 [49].

3
1 2
I
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- C,.-""f
6

Figure 03: squelette de base des flavonoides [3].
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La chaine en C3 formant un hétérocycle aprés condensation avec un OH phénolique du
noyau A. La structure chimique des flavonoides reportée dans la figure 03 contient un
squelette C15 constitué par un noyau chromane et un noyau aromatique placé en position 2, 3
ou 4 [50].

Figure 04 : structure chimique générale des flavonoides [4].

Les flavonoides sont des composés phénoliques tres répandus dans le regne végétal.
L’activité antimicrobienne de ces métabolites secondaires a été testée sur le
microbioteruminal et la totalité des études suggére un effet limité sur la fermentation dans le
rumen [51].

Cependant, quelques travaux rapportent des effets bénéfiques, certains extraits de plantes
riches en flavonoides peuvent diminuer la production de méthane et stimuler le métabolisme
microbien dans le rumen. Dans une étude portée sur I’effet de 13 extraits de plantes riches en

flavonoides sur la fermentation ruminal en une culture continue, les extraits de

Lavandula officinalis et de Solidago virga-aurea stimulent la fermentation, alors que les

extraits d’Equisetum arvense et de Salvia officinalis diminuent la méthanogénes [52].
1.6.2.6. Les tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3 000 Da [53], ils peuvent former des complexes avec les
protéines grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques. lls sont
présents dans plusieurs plantes fourragéres avec des proportions différentes [54], selon leur
nature chimique ces composés sont divisés en deux classes : les tanins hydrolysables et les

tanins condensés [55].
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Les tanins sont des inhibiteurs pour plusieurs microorganismes du rumen et
spécialement, les protozoaires ciliés, la flore fibrolytique et les archaebactéries méthanogenes
[56]. Les tanins a faible poids moléculaire ont une activité inhibitrice plus importante car ils
sont capables de former des liaisons plus fortes avec les enzymes et les protéines en genéral,
comparativement aux tanins a un poids moléculaires ¢levé. L’inclusion des différents types de
fourrages riches en tanins montre une réduction de la production de méthane in vitro et in
vivo, cependant, la digestibilité est susceptible d’étre fortement diminuée si la concentration

de ces composés dépasse les 5% dans la ration [57].

. .OH
V4 \| . R, = K>— H : Afzéléchol
B i
HO\\ ///'.\\ /’O\\ ...l" \\ // No e i
[, p | - Ry | Ry=R,=OH: Gallocatéchol

\\\\// \\//\OII

Figure 05: Structure de quelques tanins [5].
1.6.2.7. Les coumarines :

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féeve Tonka,
coumarounaodorata (légumineuses) d’ou la coumarine fut isolée, en 1820, elles sont

largement distribuées dans le régne végétal.

En dehors de quelques rares cas, dont la coumarine elle-méme 49, toutes les coumarines
sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom
d’ombelliféres 50, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées [58].

S 4
S _— 3
2
# o o
8 1
49 coumarine

Figure 06: structure chimique de coumarine [6].
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1.6.2.8. Les huiles essentielles :

Le terme huiles essentielles (HES) dérive de « quintessentiel », un nom donné par le
médecin suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante [59]. Huile essentielle = mélange complexe constitué

principalement de mono terpénes et parfois de sesquiterpénes.

Les huiles essentielles sont des liquides visqueux de densité inférieure a celle de I’eau
[60], non miscible, toujours caractérisée par son odeur, trés sensibles a la lumiére (oxydation

rapide), il n’y a pas une seule molécule c¢’est un mélange, sensibles a la chaleur [61].

Ces HE sont utilisées en aromathérapie, mais ont aussi des propriétés antibactériennes, et
sont utilisees comme conservateurs. Certaines HE sont trés toxiques surtout celles contenant

des molécules comme la TUYOLE (neurotoxique) [62].

Approximativement 3000 HES sont connues, alors que 300 sont commercialement
importantes. Grace a leurs activités antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et a leurs
fragrances, les HES sont utilisées dans les domaines pharmaceutique, alimentaire,

cosmétique... Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois [63]

Les HES peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : feuilles, fleurs, écorces,

rhizomes, fruits et graines [64].

A
; oM
; ~OH oM

Carvacrol 1) Thymol Terpinen-d-ol

Cinnamaldehy de tugenol

Ancthole Capsabcin

Figure 07: Structure de quelques composes des huiles essentielles (A) : monoterpénoides,
(B) : sesquiterpénoides et (C) : phénylpropanoides [7].
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1.6.2.9. Terpénes :

Les terpénes forment un groupe de produits largement représenté et d'un intérét chimique

considérable, bien que de structures trés diverses [65].

Les dérivés terpéniques peuvent étre considérer en tant que polyméres du 5-carbone 2-
methyl-1, 3butadiene ou isopréne [66].

Figure 08 : Structure de la molécule d’isoprene [8].

Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent on distingue: les Mono terpenes en
C10 les Sesquiterpenes en C15 les di terpenes en C20 les tris terpénes en C30 les tétras
terpenes en C40 et les poly terpenes (~4000). Les mono terpénes et les Sesquiterpenes volatils
sont les principaux composants des huiles essentielles [67].

1.6.2.10. Stéroides :

Plantes de la famille des discordées. Leurs racines sont trés riches en molécules
stéroidique : diogénise. Les chimistes ont utilisé cette molécule pour fabriquer par hémi
synthese, tous les corticoides et contraceptifs oraux. La synthése totale est presque impossible
et trés couteuse [68].
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Chapitre 11 Technique d’extraction, purification et identification

11.1. Généralité sur ’extraction :

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’un organisme
(animal ou végétal) selon diverses techniques. L’extraction de molécules organiques est une
phase primordiale dans les domaines de la chimie des substances naturelles et de la chimie
thérapeutique.

En effet, si les hommes se soignent depuis des millénaires a 1’aide de plantes, c’est tout
simplement car elles contiennent des molécules présentant une activité thérapeutique
spécifique.

Or les plantes sont d’un emploi souvent délicat et peuvent présenter des effets secondaires
plus ou moins néfastes pouvant, dans certains cas, entrainer la mort. Il convient donc d’isoler

les composés actifs seuls [69].

11.2.procedes d’extraction :

Il est recommandé d'utiliser des échantillons secs, gelés, ou lyophilisés. En effet, les
composés phénoliques dont les flavonoides font partie, sont instables et peuvent étre dégradés
par l'action d'enzymes s’ils ne subissent pas un séchage préalable [70].

Les fours a séchage diminuent I'extraction de quelques types de flavonoides tels que les
Catéchines lesquelles resteraient lies aux fibres et protéines, en plus, une dégradation
thermique peut avoir lieu. Par contre, I'élimination d'eau par lyophilisation n'affecte pas
excessivement les composes, et permet leur entretien pour de longues périodes. La
congélation préalable des échantillons est aussi recommandée puisque les cristaux gelés
produisent des lésions dans la structure cellulaire du matériel végétal et par conséquent facilite
le sort des composes et donc facilite le processus d’extraction [71].

Des méthodes dites conventionnelles, comme la macération, le Soxhlet et I’extraction par
Percolation ou par reflux, étaient jusqu’ici utilisées et considérées comme techniques de choix
pour extraire les composés naturels.

11.2.1. La macération :

Cette technique est un procédé discontinu qui consiste a laisser tremper le solide dans un
solvant, pour en extraire les constituants solubles. Les solvants alcooliques sont capables
d’augmenter la perméabilité¢ des parois cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand
nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarité. De plus, le déroulement de la
maceration sous agitation pendant un temps étalé (24 h) et a température ambiante permet,

respectivement, I’épuisement du
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Solvant en composes extraits et la prévention de leur altération ou modification probable par
la température élevée [72].

Apres filtration, le résidu peut étre remis dans le récipient d’extraction avec une nouvelle
portion de solvant. Au besoin, le processus est répété plusieurs fois. Cette méthode présente
I’avantage d’étre rapide, surtout avec les solvants a ébullition, mais le processus d’extraction
n’est pas toujours tres efficace [73].

11.2.2. L'extraction par I'appareil de Soxhlet :

Cette technique permet le traitement de solides (matériel végétal) en plus grande
quantité, avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de
I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végétal. Cette cartouche
est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est
vaporisé puis condense tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution
collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le
matériel végétal est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé.

L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus clair
c’est-a-dire sans une proportion significative de soluté [74] .

Le principe d'extraction est basé sur celui de I'extracteur de Soxhlet. Cependant, il posséde
de nombreux avantages du point de vue de la durée d’extraction, de la quantité de solvant
utilisé et du nombre d’échantillons a traiter au cours d’une seule manipulation. En effet, le
Soxtec permet a 1’utilisateur de réaliser des extractions en lots allant jusqu’a six échantillons

au cours d’une seule manipulation dont la durée est d’environ une heure.
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Figure 09 : System soxhlet [9].
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11.2.3. L’extraction par eau subcritique (SWE, Subcritical Water Extraction) :

La SWE est une utilisée 1’eau chaud a des températures comprises entre 100°C (point
d‘ébullition de I’eau) et 374.1°C (point critique de 1‘eau), et c’est sous l‘effet de fortes
pressions que 1‘eau est maintenue sous sa forme liquide [75]. L’eau a température ambiante
est un solvant polaire qui posséde une permittivité (g‘=75.5). Cependant, lorsque 1°eau est
chauffée dans une atmosphére pressurisée a des températures de 1‘ordre de 250-300°C, sa
polarité diminue et sa constante diélectrique devient équivalente a celle du méthanol (¢’ = 33)
ou de 1‘¢éthanol (¢’=24) [76]. Ainsi la SWE permet 1‘extraction de molécules moyennement

polaires et non polaires sans utiliser de solvants organiques.

11.2.4. L’extraction par fluide supercritique (SFE, Supercritique Fluide
Extraction) :

L’extraction par les fluides supercritiques s’est considérablement développée ces
derniéres années et a fait 1’objet de trés nombreuses publications scientifiques. Reverchon et
De Marco [77].ont publié une revue sur 1’utilisation de cette technique pour 1’extraction et le
fractionnement des matieres naturelles végeétales.

Les fluides supercritiques ont des propriétés différentes de celles d’un gaz ou d’un
liquide, comprises entre les deux. Ils ont ainsi une viscosité proche de celle d’un gaz, une
densité proche de celle du liquide avec un pouvoir de diffusivité trés éleve par rapport au

fluide liquide, ce qui facilite leur pénétration dans des milieux poreux [78].

La SFE est principalement utilisée avec le co, supercritique. Le terme supercritique

signifie que leco, , sous pression et a une température de 31°C, se trouve entre I’état liquide
et I’état gazeux. La matiére végétale est chargée dans I’extracteur ou est ensuite introduit le
CO, supercritique. Sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite recueilli dans un vase
d’expansion ou la Pression est considerablement réduite [79].

En plus du colt de I’appareillage, I’un des désavantages majeurs de 1‘extraction par CO2
Supercritique est 1°hydrophobicité de ce composé qui limite 1‘extraction a des molécules.
Apolaires et qui nécessite 1‘ajout de Co-solvants comme le méthanol ou 1‘éthanol pour
permettre |‘extraction de molécules plus polaires [80].

Les conditions d’obtention du CO, supercritique sont assez faciles a atteindre (303°K, 73,8
bar).

Alors que pour I’eau puisqu’il faut atteindre une température de 374,2°C et surtout une

Pression de 218 bar. Pour ces raisons, 1’utilisation du CO, comme fluide supercritique s’est
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Imposée. La température opératoire permet ainsi d’extraire des constituants sans les dénaturer
et en conservant les qualités biologiques et/ou organoleptiques. De plus, I’extrait sera exempt
de tout solvant a pression et température ambiante. De plus le co, est non toxique, incolore,

inodore et inflammable, ce qui permet des conditions de Sécurité supérieures [81].

Gaz

Liguide

..‘ i Al g I Etat gazeux
; B Etat liguide
Etat supercritigue

Figure 10 : Extraction au CO2 supercritique. [10]

11.2.5. Extraction par micro-ondes :

En 1986, Ganzler [82] .furent les premiers & présenter une technique d’extraction par
solvant assistée par micro-ondes en vue d’une analyse chromatographique. Cette technique
permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en énergie par rapport a une
méthode conventionnelle. En 1990, Paré [83]. Ont proposé d’irradier le matériel végétal en
présence d’un solvant transparent aux micro-ondes de type hexane. Ainsi les micro-ondes
atteindraient directement les systemes glandulaires et vasculaires du végétal [84]. Cette
technique présente donc beaucoup d'avantages: technologie verte, économie d'énergie et de
temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées
[85]. L'extraction par micro-ondes fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et ne cesse
d'étre améliorée [86].

11.2.6. Extraction liquide- liquide :
Extractions liquide-liquide effectuées dans des ampoules a décanter. L'extraction liquide-

liquide est la plus simple des méthodes de séparation. Elle consiste a faire passer un produit
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dissous dans une phase liquide, appelé le soluté, dans une seconde phase liquide non miscible
avec la premiere. En pratique, les solutés sont souvent dans une phase aqueuse. Un solvant
organique est utilisé pour les extraire. Le choix du solvant d’extraction devient des lors
impératif [87].

Les solvants apolaires: possedant un moment dipolaire permanent nul. Par exemple, le
benzéne. Les hydrocarbures: alcanes ramifiés ou linéaires, alcanes cycliques, alcenes, etc.

Les solvants portiques: possédant un ou plusieurs atomes d’hydrogéne succeptibles de
former des liaisons hydrogeénes. Par exemple, I'eau, le méthanol, I'éthanol, etc. [88]. Les
solvants polaires aprotiques: possedant un moment dipolaire non nul et dénue d'atomes
d’hydrogeénes succeptibles de former des liaisons hydrogénes. Par exemple, I'acétonitrile
(CH3CN), le diméthylesulfoxyde (DMSO, (CH3)2S0O), le tetrahydrofurane (THF, C4H40),

etc.

I faut noter aussi qu’en présence d’un solvant, la structure du flavonoide pourrait étre
différente suite aux interactions suivantes [89].

» des interactions de type hydrophobe avec les solvants apolaires concernant les cycles

Aromatiques (A et B) et les substituants carbonés aliphatiques.

» des interactions dipolaires entre les solvants polaires et les groupes fonctionnels des
Flavonoides (carbonyle, éther, ester, hydroxyle).

» des liaisons hydrogeénes entre le solvant (eau, alcool, amine) et les divers groupes

donneurs ou accepteurs de ce type de liaison présent sur le flavonoide.

» des interactions de type électrostatique entre les groupes hydroxyles et carboxyliques.
11.3. La purification :

En chimie, la purification est la séparation de substances chimiques dans le but de
décontaminer des substances [90].

Il existe plusieurs moyens de purification:
e La cristallisation.
e La chromatographie.
11.3.1. La chromatographie:

La chromatographie est une méthode physique de séparation et purification basée sur les
différences d’affinité des substances a analyser a I’égard de deux phases, I’'une stationnaire,
I’autre mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la séparation des

composants entrainés par la phase mobile résulte, soit de leur absorption et de leur désorption
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successive sur la phase stationnaire, soit de leur Solubilité différente dans chaque phase dans
le cas ou les deux phases sont des liquides [91].

Il existe plusieurs méthodes de séparation chromatographique en fonction de I’objectif
fixé au préalable et de la faisabilité de la méthode. On peut envisager une chromatographie
sur colonne (C.C), sur couche mince (C.C.M) ou sur papier (C.P).

Enfin, on peut considérer également la chromatographie liquide a haute pression (C. L. H. P)
et la (C. P. G), qui se présentent comme étant des techniques instrumentales basées sur les
mémes principes que ceux de la chromatographie classique [92].

11.3.1.1. Chromatographie d’adsorption sur colonne :

Elle est basée sur 1’utilisation d’une phase stationnaire comme gel de silice, la cellulose
ou le polyamide et une phase mobile constituée par divers systemes de solvants comme
éluant. Elle est la plus utilisée pour la séparation des quantités importantes de mélanges
complexes [93]. L’¢élution peut se faire sous forme i socratique ou sous forme d’un gradient.
En principe, la phase mobile est composée des mémes solvants que ceux utilisés pour la CCM
analytique. Toutefois, I’élution Peut étre accélérée grace a 1’addition progressive de solvant de
plus en plus polaire par rapport a la phase initiale.
11.3.1.2. Chromatographie sur papier CP :

On peut utiliser du papier ordinaire, mais il est préférable de se procurer du papier congu
pour cet usage, ayant un faible taux d’impuretés et dont les caractéristiques sont uniformes.
Les marques principales sont Wattman, Scheider et Shull, Durieux et Arches. Il existe huit
Catégories de papier Wattman, classées selon leur épaisseur, la texture de leur surface et la
vitesse avec laquelle I’eau y diffuse. Par exemple le papier Wattman n°1 est le plus utilisé,
mais ; le papier n°20 est trés lent, mais il permet une Meilleure séparation, donnant des taches
tres denses et uniformes. La description de I’analyse par chromatographie sur papier est
identique a celle sur couche mince [94].
11.3.1.3. La chromatographie sur couche mince CCM :

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu colteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des différents
métabolites. Elle repose principalement sur le phénomeéne d’adsorption avec comme phase
stationnaire une couche d’absorbant (gel de silice ou autre) étalé uniformément sur un support
en aluminium ou en verre de dimensions variables (géneralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou
5 x 10cm) avec une épaisseur comprise entre 0.5 et 2 mm et une phase mobile comme éluant.

Elle est composée d’un solvant Unique ou d’un mélange de solvants qui migrent

lentement le long de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon déposé [101].
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Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est sechée a tempeérature
ambiante puis examinée sous UV (longueurs d’ondes A =254 nm et 365 nm).
Si nécessaire, les taches du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs

appropriés. On détermine alors, pour chague constituant, le Rapport frontal (Rf).

front de solivant

tache de substance

lisne de base

Figure 11 : Plaque chromatographique éluée permettant le calcul du Rf [11]

11.3.2. La cristallisation:

C’est une méthode de purification utilisée dans la plupart des cas pour les composés
pouvant se présenter sous forme de cristaux. Elle s utilise méme sur de petites quantités mais
n’est pas utilisable avec les huiles et d’autres composés liquides.

Le principe de cette technique est basé sur la solubilité des mélanges a séparer. En effet,
lorsqu’on veut isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par cette technique, la
premiere étape consiste a trouver le meilleur solvant de cristallisation.

On appelle meilleur solvant de cristallisation, le solvant dans lequel le produit a cristalliser
est peu soluble a froid et tres soluble a chaud alors que les impuretés sont solubles a chaud et
a froid. Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on élimine une partie des impuretés
insolubles a chaud. Le refroidissement permet au produit de cristalliser. La filtration suivante
permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a froid [95] .

La complexité des procédés de cristallisation rend difficile une classification des
équipements utilisés. Le fonctionnement des cristalliseurs peut étre discontinu, semi-continu
ou continu (adopté si I’on cherche a obtenir de gros cristaux, uniformes, de pureté maximale)
[96] .

Excepté le mode de fonctionnement, on parle aussi de :

» cristalliseurs par refroidissement,

» cristalliseurs par évaporation,
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> cristalliseurs fonctionnant sous vide,

> cristalliseurs fonctionnant en milieu fondu.

|- Réfrigérant

O -

|

Soutirage des produits

Alimentation

Figure 12: Cristalliseurs a refroidissement par contact direct [12]

11.4. Méthode de I’identification :
11.4.1. Spectrométrie de masse (MS) :

La spectrométrie de masse consiste a séparer et identifier des molécules selon leur masse
et leur charge, la séparation des molécules par cette technique est plus douce qu’avec les
autres méthodes. Elle permet d’ioniser des molécules de grande taille, peu volatiles et
sensibles a la chaleur sans les dégrader [97]. L’échantillon est placé sur une lame, le dépét (ou
spot) formé est appelé cible. Une source laser est dirigée sur la cible afin d’ioniser les
molécules de 1’échantillon. Les ions sont ensuite détectés en mesurant le temps que mettent
les différentes particules a atteindre le détecteur. La vitesse de chaque particule dépend du
rapport masse/charge. Les molécules plus grandes mettront plus de temps a atteindre le
détecteur, tandis que les molécules plus petites arriveront plus vite. Une fois 1’ion arrivé au
détecteur, le signal est amplifié et envoyé a un ordinateur qui traite les données et donne les
résultats sous forme de spectre [98].

11.4.2. Spectrométrie d’infrarouge :

La spectrométrie infrarouge est une méthode utilisée pour identifier les différents
groupes de métabolites secondaires des plantes. La méthode est basée sur 1’excitation des
molécules par des radiations infrarouge. L’absorption des rayonnements de nombres d’ondes

comprises entre 4000 et400 Cm entant qu’énergie de vibration moléculaire modifie a la fois
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les états de rotation et de vibration des molécules [99]. La spectrométric d’IR est basée sur
I’absorption ou la réflexion par 1’échantillon des radiations électromagnétiques comprises
entre 1 et 50 um. Dans le proche et moyen IR, I’absorption de la lumiére par la maticre a pour
origine I’interaction entre les radiations de la source lumineuse et les liaisons chimiques. Les
atomes situés aux deux extrémités d’une liaison sont animés d’un mouvement de vibration
I’un par rapport a I'autre et s’ils sont différents ils forment un dipdle électrique oscillant a
cette méme fréquence. Si on irradie a cette méme fréquence, il y aura absorption [100].

11.4.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN) :

La RMN tire des informations de I’interaction qui nait entre les noyaux des atomes de
certains ¢éléments présents dans I’échantillon et le champ magnétique intense et constant,
produit par un aimant auquel on le soumet (signaux de résonance). Sur un appareil, on donne
la fréquence nominal du proton qui est lié au champ de 1’appareil (entraine 1H=400MHz) Le
spectre RMN correspond a I’absorption, par certain atome de 1’échantillon, de certaines des
fréquences présentent dans la source électromagnétique. Cette technique fait appelle au spin
des noyaux qui permet d’expliquer le comportement des atomes dans un milieu ou il régne
une direction privilégiée. Il ne faut donc pas de spin nul pour étudier un atome en RMN il ne
faut donc pas que A (nucléon) et Z (proton) soient toutes deux paires, sinon il n’y a pas de

spin (donc pas de RMN) [101].
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I11.1. La récolte :

La récolte de la plante Cymbopogon schoenanthus a eu lieu au mois février 2018 a 11 :30
dans la région sabsabe - (Ghardaia), a 56 km du sud de la wilaya de Ghardaia.

Les paramétres géographiques de notre station d’étude sont représentés dans le tableau 1.

Tableau 1: Situation géographique et bioclimatique de la station d’étude

Station | Partie étudiée | Longitude | Latitude | Etage bioclimatique

Sabsabe | Partie aérienne | 5°35 32°9 Aride

111.2. Conservation des échantillons :

Apres la récolte, le matériel végétal (partie aérienne) est nettoy€, étalé et séché a I’abri de
la lumiére et de I’humidité et a la température ambiante. Aprés le séchage, le matériel végeétal

est conservé dans des sacs en papier.
111.3. Extraction et fractionnement des principes actifs :

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération bien
gue généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas d'extraction

de molécules thermosensibles.
111.3.1. Mode d'opération :

La macération consiste a émerger 226 g de Cymbopogon schoenanthus seche avec un
mélange méthanol/eau (70/30) (v/v) pendant 48 heure a la température ambiante, 1’extrait

obtenu a éteé filtré et concentrai a 1’aide d’un rotavapor type hepldophe.

Nous procédons ensuite a une extraction liquide/liquide successivement par 1’éther de
pétrole, en suite dichlorométhane, acétate éthyle, finalement par n-butanol. Les extraits
organiques sont évaporés dans un rotavapor, a une temperature de [30-50 ] °C, les extraits

obtenus a été conservé au 4°C jusqu'a I’utilisation.
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Figurel3: Evaporateur rotatif [origine].
111.3.2. Calcule de rendement :

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante:

ROG = Xt 100
° = Meéch

Ou:
R: est le rendement en %.
Mext: est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.
Méch: est la masse séche la plante en g.
111.3.3. Le fractionnement de I’extrait brut :

L’extrait brut obtenu a €été placé dans une ampoule a décanté. Ensuite, il a été soumis a
un processus de séparation liquide-liquide avec des solvants de polarité croissante éther de
pétrole, dichlorométhane et acétate d’éthyle et n-butanol. Selon la méthode décrite par

[109].Cette étape est caractérisée par la spécificité et la polarité du solvant organique.
111.3.3.1.Extraction par I’éther de pétrole :

Cette phase a été réalisée avec 1’éther de pétrole qui permet a extraire les aglycones
(Composés simples tels que les acides phénols et les flavonoides). Dans ce cas, le mode

opératoire de cette phase est comme suit :

- Ajouter 200 ml de la phase aqueuse (v/v) aux 1/3 ml d’éther de pétrole.
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- Bien agiter et laisser reposer le mélange au moins 20 minute jusqu'a 1’obtention de deux
phases, une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase aqueuse (coté
inferieur).

e Répéter la procédure trois fois.

e Evaporer la phase organique obtenue (T°= [30-50] °C).

e Séchage de ’extrait par Na2SOa4.

e Recueillir I’extrait par 6 ml d’éther de pétrole (récupéré).
111.3.3.2. Extraction par le dichlorométhane :

Cette manipulation a été effectuée selon le méme protocole précédent. La phase aqueuse
utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase éther de pétrole et la phase organique a
été évaporé egalement au rotavapor (T°=40°C).

Enfin, Séchage de I’extrait par Na2SO4, I’extrait sec de chaque phase a été conservé

dans 6 ml le dichlorométhane (récupere).
111.3.3.3. Extraction par I’acétate d’éthyle :

Cette phase a été réalisée par dichlorométhane. Elle a été effectuée selon le méme
protocole Précédent.

Dans ce cas la phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir la phase 1’éther de

pétrole et la phase organique obtenue a été évaporé au rotavapor (T°= 50°C)

Nous rappelons que cette phase permet d’extraire les mono glycosides et partiellement les
di glycosides. Enfin, Séchage de I’extrait par Na2SOa, ’extrait sec de chaque phase a été

conserveé dans 6 ml 1’acétate d’éthyle (récupére).
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Figure 15 : Séchage de I’extrait par Na2SOa4 (origine).

111.3.3.4. Extraction par le n-butanol :

Cette manipulation a été effectuée selon le méme protocole précédent. La phase aqueuse
utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase acétate d’éthyle et la phase organique a

été évaporé également au rotavapor (T°=95°C).
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Cette phase permet d’extraire le reste de di-glycoside et le tri-glycoside. Enfin, Séchage

de I’extrait par Na2SO4 |, I’extrait sec de chaque phase a été conservé dans 6 ml n-butanol

(récupere).

Remarque : en vaporé extré de n-butanol a T°=95°C mes non éliminé le solvant Alor utilise

température real de vaporisation (T°=110°C) puisque la température real est un (T°=118°C)

11iig de matiere végétale seche

Macération pesdant 14h méthamed 70% ; eam 30 Y%
l
Filtrat obtenue
Extraction lig.lig par éther de pérrole
}
Phase crganique
- echage par NalS0d ¥ Extraction par I'acétate dcihyle
- Evaporatien a 35%c l ,L
- comsarvar dags Porher da parsele P NASEOFZANIGUE * Extraction par o-butamal
- Bechage par NalS0d
Extrait bt d'érher de - Evaporatien o 30% U - l’
) - : -
pétrole Camsarvar Pacetare d'urkylele. LGS GEGARIQUE ) Phase dqueuse Fepaenos par dichloromitkang
Extrait brat de 3
Tacérate TEthyke - Sichage pas ¥a2804 l
- Evaporanies a 95°c P 4 |
Ws€ organique
- Comserver dams w-hutamsl reau LT T
L ] - Sichage par Na2504
( Exirait brai de n- ."‘.I -Evaporaties o 40'c
“*-&-"z - Comserver dams dichlorométhane
Extrait brut
dichlorométhane

Figure 16: Schéma mode d’extraction solide et fractionnement.

I11.4. Analyse chromatographique des extraits par CCM :

Dans notre étude et pour la détermination de la composition des d’extraits fractionnement
de I’éther de pétrole, dichlorométhane, acétate éthyle, n-butanol, en utilisant la

chromatographie analytique sur couche mince CCM.

111.4.1.Principe :

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomeénes

d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
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d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de

matiere plastique ou d’aluminium.

- Cuve a chromatographie: Un récipient en verre fermé par un couvercle étanche.

- Phase mobile (éluant ou systeme solvant)

Tableau 2: Déférente percentage de éluant (hexane / acétate d’éthyle) utilisés pour la

CCM gel de silice pour teste tous les extreé.

Eluant Parentage (%0)
Hexane /acétate d’éthyle 100 %
Hexane /acétate d’éthyle 90/10
Hexane /acétate d’éthyle 70 /30
Hexane /acétate d’éthyle 60 /40
Hexane /acétate d’éthyle 50 /50

Figure 17 : Teste de CCM pour des extrés éluant hexane /acétate d’éthyle (origine).
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Tableau 3 : déférent éluant testé pour CCM gel de silice.

Eluant Composition d’éluant
CH3-MEOH 96-4
n-butanol-acétate éthyle -eau 65-15-25
Dichlorométhane-acide acetique—eau 2-1-1
CH3-MEOH-acétate éthyle 90-5-5
acétate éthyle-hexane 1-1
CH3s -MEOH 92-8

111.4.2.Protocole de CCM sur gel de polyamide :
Phase stationnaire : plaque en aluminium recouverte de gel de polyamide SC6.

» Phases mobiles: Toluéne-MeOH.
> Extraits : tout extré fractionnement.

» Lavisualisation des plagues est effectuée sous la lampe UV.

Tableau 4: Déferent éluant testé pour CCM poly amide.

Eluant Contité d’éluant
Toluéne-MeOH 100%
Toluéne-MeOH 90-10
Toluéne-MeOH 80-20
Toluéne-MeOH 60-40

Phase stationnaire : Le plus utilisé est le gel de silice, c’est une couche d’environ 0,25 mm

fixée sur une plaque d’aluminium.

Echantillons : Les extraits des différentes phases obtenues, la phase dichlorométhane, la
phase éther pétrole, la phase acétate d’éthyle et la phase n-butanol, phase brut.

Révélateurs : lampe UV 254 nm.
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Figurel8 : lampe UV VL-4.L (origine).
111.4.3. Mode opératoire :

La chromatographie sur couche mince (CCM) effectuées sur les extraits : éther de pétrole,
dichlorométhane, acétate d’éthyle, n-butanol ,dans les systémes d’élution déférente
percentage A chaque plaque est déposée en position verticale ou Iégerement inclinée dans la
cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme de solvant approprié, 1’échantillon a
étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers le

haut de la plaque .

Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque spot par la relation suivante :

Rf= distance parcourue par le constituant
distance parcourue par l7eluant

111.4.4. L analyse des résultats obtenus par la CCM :

La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité:

» Les poly hydroxy flavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25).

» Les oligohydroxy et les oligométhoxy flavones ont des valeurs de Rf
comprises entre (0,3-0,5).

» Les flavonones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus
élevées de Rf (0,5-0,75).
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Tableau 5: Nature des composés a séparé par CCM [1].

Type de chromatographie Nature des composés a séparer

Gel de silice Molécules organiques simples, molécules
contenant plusieurs groupements polaires,
substances électrophiles, substances a haut

poids moléculaire.

Polyamide Composés hydrophiles de séries homologues.

Phénols et dérivés nitrés aromatiques

111.4.5. La chromatographie sur couche mince (CCM) bidirectionnel :

La chromatographie sur couche mince (CCM) bidirectionnelle effectuées sur I’extrait :
acétate d’éthyle, dans les systemes d’élution déférentes percentage (élution 1:CH2-
Cl2/MeOH) (élution 2: CH-CI3/MeOH/Acétate d’éthyle) (élution 1: 96/4) (élution
2 :90:5:5) plaque est déposeée en position verticale ou légerement inclinée dans la cuve
préalablement saturée par les vapeurs du systéme de solvant approprié, 1’échantillon a étudier
sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers le haut

de la plaque .les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plaque.
111.4.6. Chromatographie sur micro colonne :

C’est une méthode de séparation des constituants d’un mélange par migration

dans un dispositif constitué de deux phases:

+«+ La phase stationnaire: support solide.

+»+ La phase mobile: le solvant.

La vitesse de déplacement des composés dans la colonne dépend de:
v' L’affinité a la phase stationnaire: plus que I’affinité a la phase

stationnaire est grande, plus que le déplacement des composés dans la
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colonne est tres lent.

v La solubilité dans la phase mobile (plus que le composé est tres
soluble dans la phase mobile, plus que son déplacement dans la
colonne est tres vite).

Pour la phase mobile et stationnaire :

= Phase stationnaire : gel de silice +hexane.
= Phase mobile : hexane- acétate d’éthyle (70-30).

Remarque : extré fractionnement utilisé pour cette étude CC extré d’acétate d’éthyle.
111.4.7. Techniques d’identification structurale :

La spectrophotométrie UV-visible :

La spectrophotométrie UV-Vis est une des méthodes simples et rapides qui fournissent
des informations sur la structure chimique, les propriétés physico-structurales, et les
caractéristiques optiques de divers types de composés. C’est une méthode quantitative et
qualitative de grande utilit¢ pour les analyses chimiques. Dans les composes, chaque
chromophore absorbe a une longueur d’onde bien déterminée. Ceci permet de caractériser les
fonctions chimiques dans les molécules a différentes conditions opératoires en se basant sur
des témoins et des bases de données de la littérature.

Principe:

La spectrophotométrie est une méthode quantitative et aussi qualitative, sensible, elle
permet d’analyser les échantillons a faible concentration. Les spectres sont caractéristiques
aux Molécules, et procurent des informations sur le squelette moléculaire et les différentes
substitutions. Le spectre UV/vis. Des composés flavoniques solubilisés dans le méthanol
présente deux bandes ; qui se situent respectivement entre 320 nm — 380 nm correspondant
au cycle B et 240 nm — 270 nm correspondant au cycle A. Ce spectre est susceptible d’étre
modifié en présence des réactifs spécifiques, dont les changements du spectre apportent des

indications sur la position des substitutions (groupements hydroxyles) sur la molécule.

Page 37



Chapitre 1V
Résulta et discutions



Chapitre IV résulta et discutions

1V. 1.Rendement d’Extré brut et fractionnement :

Les parties aériennes de la plante Cymbopogon schoenanthus ont été soumises a une
macération dans un mélange hydro-alcoolique froid ; aprés évaporation de 1’alcool, une extraction
liquide- liquide est faite pour la phase aqueuse avec des solvants: éther de pétrole, 1’acétate
d’éthyle, dichlorométhane, n-butanol puis aprés 1’évaporation des solvants, les extraits obtenus ont
été conservés au réfrigérateur avant d'étre analysés. L’histogramme ci-dessous représente les

couleurs et les rendements de chaque extrait obtenu :

Tableau 4 : Couleurs et rendements des extraits obtenus.

Les extraits Couleur de I'extrait Rendement (%0)
Brut Marron tré foncé 18,6
éther de pétrole Marron foncé 1,04
I’acétate d’éthyle Marron moins foncé 1.06
dichlorométhane Marron claire 1,045

n-butanol Marron plu claire 1.61

IV.2. Résultats obtenues par la chromatographie sur couche mince :

Cette technique nous a donné une indication sur le contenu en polyphénols et en
Particulier en flavonoides des extraits analysés, et procure les informations nécessaires
Pour la poursuite des autres analyses préparative. Les spots sont visualisés sous les
longueurs d’onde 254 nm puis 365 nm, cette derniére a donné des fluorescences plus claires
et distinctes que la premicre longueur d’onde. Comme il existe une relation entre la
fluorescence et la nature ainsi que les substitutions du composé flavoniques
chromatographie, nous résumons les résultats dans le tableau.

Tableau 5: Relation entre structure et couleur de flavonoides.

Couleur de tache Type de flavonoide
Brun 3-OH absent ou 3-substitué
move Flavone 5-OH et 4-OH

Flavone 3-OR et 5-OH ; 4-OH
Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone, dihydroflavonol, flavanones

Bleu clair Flavone sans 5-OH libre
Flavonol sans 5-OH libre avec 3-OH substitué
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Jaune 5-OH libre ou 5-OH substitué

Jaune fluorescent avec 3-OH libre
Aurone, chalcone, flavanone

Jaune pale Dihydroflavonol

Aussi la valeur du Rf (facteur de rétention) permet d’avoir une idée sur le flavonoide Ainsi que la
nature de ses substituants. En effet, on peut différencier les aglycones des Hétérosides. 1l faut
cependant signaler que les valeurs de Rf dépendent des conditions Expérimentales telles que : la
température, la nature du solvant, la concentration de L’échantillon et la nature de la matiére. Le

tableau 6 cette relation Structure — Rf.

Tableau 6: Relation entre le Rf et les structures des flavonoides.

Structure des flavonoides Rf
Augmentation de nombre des Diminution de Rf dans les systemes organiques
groupements —OH
Substitution des -OH par des Croissement de Rf dans les systemes organiques
groupements -CH 3
Substitution des -OH par des La valeur de Rf diminue dans les systéemes
groupements osidiques organiques et croit dans les systémes aqueux

IV.3. Etude dés DPextrait par différentes méthodes chromatographiques :

Chromatographie sur couche mince CCM:

Plusieurs systemes de solvants ont été essayeés sur les extraits de la phase acétate
D’éthyle, éther de pétrole, dichlorométhane, n-butanol en utilisant des plaques analytiques
recouvertes de gel de silice. La meilleure Séparation a été obtenue avec les déférents systemes
confirmant également leur richesse En composés phénoliques en montrant des spots des couleurs
Par la suite les chromatogrammes. Les résultats du changement de couleur apres visualisation par

la lampe UV sont résumés sur les tableaux.

Figure 18 : teste de CCM pour des extrés éluant hexane /acétate d’éthyle (original)
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Tableaux 7 : Rf et colleur des taches sur lampe UV des extré testé par CCM gel de silice

Phase mobiles |Extré éther de| Extré acétate | Extré Extré n-butanol
pétrole d’éthyle dichlorométhan
e
Rf |Rf |couleur Rf |couleur |Rf |couleur |Rf couleur
0.1 | + | Jaune wvert|+ move - - - -
brillant

HEXANE 04 | + | move - - - - - -
100% 05 |- |- + Vert - - - -

08 |- - + |Jaune - - - -
Hexane/ |0.1 |+ |Orange - - + |Jaune - -
Acétate 02 1- 1- : : N
d’éthyle 03 - - - - - - - -
90/10

0.5 |+ |move - - - - - -
Hexane/ 0.2 |+ |Jaune + |vert - - - -
Acétate 0.4 |+ |oronge - - +  |jaune - -
d’éthyle 0.7 [+ |move + |move + |orange |- -
70/30 09 [+ [vert - - + |move - -
Hexane/Ac |0.1 |- |- - - + |jaune - -
étate 0.4 |+ |jaune - - + |orange - -
d*éthyle 0.5 |+ |orange - - - - - -
60/40

06 |- |- - - + move - -

0.8 |+ |move - - + vert - -
Hexane/Ac 0.1 |- |- +  |Jaune +  |Jaune - -
étate 03 |- |- +  |jaune +  |jaune - -
d’éthyle o2 T+ Torange + |move +  [move + jaune
50/50 05 |- |- +  |vert + |vert + move

0.6 |+ |vert - - - - - -
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+: Présence il y a cette valeur.

- . Présence né pas cette valeur

Résultat : apré les tableaux (7) optinut percentage 1’¢luant bien séparé les fractions est un Hexane

/Acétate d’éthyle (50/50). Apre les couleurs de cette résulta on a Flavonol 3-OH libre avec ou sans

5-OH libre.

Tableaux 8 : Rf et colleur des taches sur lampe UV des extré testé par CCM gel de silice

FR Ether FR FR FR FR brut
Phases mobiles de pétrole Acétate dichlorométhane n-
d’éthyle butanol
Phases mobiles | Rf | Rf | couleur |Rf| couleur | Rf couleur Rf | couleur | Rf | couleur
0.1] - - - - - - - - - -
(CHCI3)/(MeOH) | 0.2 | - - - - + vert + | vert - -
96/4 06/ - - + | Jaune | - - - - + | orange
0.7| + | orange | + | orange | - - - - - -
08| - - - - + Vert - - + | Move
0.9| + |jaune + | orange | - - - - - -
CHCl3/acétate 01| - - - - + jaune - - - i
d’¢éthyle /H20 07! - 3 3 a ; ; + T move | + | move
90-5-5 09|+ | orange | + | \vert - - - - - -
Acétate d’éthyle 0.3 - - + | Jaune | + |Jaune orangée - - - -
/hexane 04] - - + | orange | - - - - - -
1-1 0.6/ - - - - - - - - + | Move
0.7] - - + | Move | - - - - - -
09| + vert - - - - - - - -
CHsClameoH (01| - | - |+ Jaune - : A
92-8 04| - - + | Orange | - - - - - -
06| - - + | Move | - - - - + | Move
09|+ | orange | + | Vert | - - - - - -
Acide acétique 0.2 - - - - - - - - -
/CH2Cl2/H20
9.1-1 05] - - - - - - - - -
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+ : Présence il y a cette valeur.

- . Présence né pas cette valeur

Résultat : apré les tableaux (8) optinut percentage 1’¢luant bien séparé les fractions en CCM gel

de silice est un CH3/MeOH (96 /4). Apreé les couleurs de cette résulta on a Flavonol 3-OH libre

avec ou sans 5-OH libre et Dihydroflavonol.

Tableaux 9 : Rf et colleur des taches sur lampe UV des extré testé par CCM de poly amide.

Phase mobile FR FR FR n- FR
Tolugne/MEOH Acetate Dichlorométhane butanol brut
% déthyle
100% Rf |Rf |Rf |couleur |Rf |couleur Rf |couleur |Rf |couleur
01 |- |- |- - - - |- + |jaune
04 |+ |- |- + orange - - - -
08 |- |- |- + vert - |- - -
90-10 0.2 |- |+ |Jaune + | Orange - - - |-
0.3 |- |+ |orange - - - |- - |-
05 |- |+ |move - - - |- - -
0.7 |- |- |- - - - |- + |Jaune
09 |+ |+ |Vert - - - |- - -
80-20 0.2 |- |+ |jaune - - - - - -
03 |- |+ |Orange |- - - - - -
04 |- |+ |move + move - |- + | move
09 |+ |+ |vert - - - - - -
60-40 0.2 |- |+ |Move - - - |- - -
04 |- |+ |vert - - - - - -
0.5 |- |- |- - |- - |- + | vert
06 |- |- |- - - + [move - |-
0.7 |- |- |- + move - - - -
50-50 01 |- |- |- - - - |- - |-
0.2 |- |- - - - |- - -
jaune
0.4 |+ |jau - - + [Jaune - |-
ne |orange orangée
0.7 |- |- |- + orange - |- + |move
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+ : Présence il y a cette valeur.

- . Présence né pas cette valeur

Résultat : d’apre les tableaux (9) optinut percentage 1’éluant bien séparé les fractions en CCM
poly amide (Toluéne/MEOH) (80 /20). Apre les couleurs de cette résulta on a Flavonol 3-OH libre

avec ou sans 5-OH libre.

Tableau 10 : affinité des extrés avec déférent eluant sur CCM gel de silice.

Eluant1 | Eluant2 Eluant3 Eluant4 Eluant5 Eluant6 Eluant7

FR-éther de - - + - + - -
pétrole

FR-acétate + + + - + - +
d’éthyle

FR- + - + - + + +

dichlorométhane

FR-n butanol + - + - - + +

FR-brut - - + - - - -

+ : Présence il donné résulta.

- : Présence né pas donné résulta.
Eluant 1 : Hexane/Acétate d’éthyle (50/50)
Eluant2 : CH-CI3 /Me-OH (96-4)
Eluant3 : n-butanol/acétate d’é¢thyle/H20  (65-15-25)
Eluant4 : CH2Cl2/acide acétique /H20 (2-1-1)
Eluant5 : CH-CI3 /Me-OH / acétate d’éthyle (90-5-5)
Eluant6 : Acétate d’éthyle/ Hexane (1-1)
Eluant7 : CH-CI3 /Me-OH (92-8)
Résultat : d’apre les tableaux (10) optinut percentage 1’¢luant bien séparé tous les fractions en
CCM gel de silice est un : n-butanol/acétate d’éthyle/H20 (65-15-25).
La chromatographie sur couche mince (CCM) bidirectionnelle :

La chromatographie sur couche mince (CCM) bidirectionnelle effectuées sur le extrait :

acétate d’éthyle, dans les systémes d’élution déférentes percentage (élution 1 :CH2-CI2 / MeOH)
(élution 2 : CH-CI3/MeOH/Acétate d’éthyle) (élution 1 : 96/4) (élution 2 : 90 :5 :5) plaque est

déposeée en position verticale ou legérement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les
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vapeurs du systéme de solvant approprié, 1’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par la

progression par capillarité de la phase mobile vers le haut de la plaque .les constituants sont colorés,

ils seront directement visible sur la plaque.

Tableau 11 : colleur La chromatographie sur couche mince (CCM) bidirectionnelle

Dépot Couleur
Move
Vert
Orange
Extré d’acétate
Bleu

d’éthyle

Résultat : apré tableaux (11) on vue le résultat de La chromatographie sur couche mince (CCM)

bidirectionnelle est un méme résulta de CCM poly amide.

Chromatographie sur micro colonne :

C’est une méthode de séparation des constituants d’'un mélange par migration dans un

dispositif constitué de deux phases.

= Phase stationnaire : gel de silice +hexane.

= Phase mobile : hexane- acétate d’éthyle (50-50).

Tableau 12: nombre de fraction et sa couleur.

N° de la fraction

Couleur de fraction

1 claire
2 claire
3 claire
4 claire
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IV.4. La spectrophotométrie UV-visible :

La spectrophotométrie est une méthode donné quelque des informations sur le squelette

moléculaire et les différentes substitutions. Le spectre UV/vis. Des composes flavoniques

solubilisés dans le méthanol présente deux bandes ; qui se situent respectivement entre 320 nm —
380 nm correspondant au cycle B et 240 nm — 270 nm correspondant au cycle A. Ce spectre est
susceptible d’étre modifié en présence des reéactifs spécifiques, dont les changements du spectre
apportent des indications sur la position des substitutions (groupements hydroxyles) sur la

molécule. Présentant un maximum d’absorption entre 240-280nm, elle est attribuée 1’absorption du

systéeme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A est nous

informe sur les variations structurales du cycle A.

Tableau 13 : fraction avec sa logue max d’onde.

N° de la fraction

Longue d’onde max en spectro scan 40

1 242 nm
2 232 nm
3 218 nm
4 246 nm

Résultat : apré le tableau (13) et La spectrophotométrie UV-visible De composé flavoniques

présente bandes 240 nm — 270 nm correspondant au cycle A.
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Figure 19 : La spectrophotométrie UV-visible 40 pour fraction 2
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Conclusion

Ce travail une contribution a la purification et la caractérisation chimique de quelques
principes actifs de 1’extrait hydro-alcoolique de Cymbopogon schoenanthus de la région de
Ghardara.

L’extrait hydro alcoolique des parties aériennes de 1’espéce Cymbopogon schoenanthus,
concentre et fractionne par une séries des extractions liquide- liquide, solvants utilises sont
les : éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle, et n-butanol successivement. Les
fraction obtenues a été analysées par la CCM (gel de silice et poly amide), dans ce travail
nous avons essayé d’optimiser les éluants et phases stationnaires pour faire séparer le

maximum des substances extraites.

Les produits isolés par la CCM et par la colonne classique ont été révélées par la
combinaison la spectrophotométrie UV Visible. Les résultats de CCM par de plaques de gel
de silice nous ont montrés que 1’¢luant (n-butanol/acétate d’éthyle/H,0 (65-15-25).) c’est le
plus adapté pour la séparation de maximum des produits sur la colonne chromatographique
classique. En revanche, les résultats des plaqgues CCM poly amide nous ont donné des bonnes
résultats avec 1’éluant Toluene/MEOH (80 /20).

La séparation bidirectionnelle sur plague CCM de gel de silice nous a montré que on peut

obtenir de produits séparés que les plagues polyamide

La chromatographie sur micro colonne de gel de silice nous a permet de séparer quelque
fraction de I’acétate d’éthyle, quatre fraction obtenues ont été caractérisé par la
spectrophotométrie UV Visible.

e De composé flavoniques présente bandes 240 nm — 270 nm correspondant au cycle

A.
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Annexe

Annexe 01 : Photo de UV Spectrophotometre : Spéctro-scan
40.

Annexe 02 : Photo de cuve de développement chromatographe



Annexe 04 : Photo d’extraction liquide-liquide



Annexe 05 : Photo séparation des extré par ccm gel de silice



