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Résumé

Dans le cadre des études portant sur la purification de quelques principes actifs de
I’extrait hydro-alcoolique. La présente étude a éte effectuée sur une plante médicinale du Sahara

algérienne : Pituranthos scoparius(Guezzah) dans la région de Ghardaia.

L’extraction a été effectuée par la macération (méthanol/eau) et 1’extraction liquide-

liquide par des solvants polaires différents.

L’analyse des extraits a été effectuée par CCM (gel de silice, polyamide), et sous I’UV.
Les résultats ont montré la présence des flavonoides.

Mots clés : Pituranthos scoparius, extraction, purification, principe actif.
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Abstract

In the context of studies on the purification of some active ingredients of the hydroalco-
holicextract. The present study was carried out on a medicinal plant of the Algerian Sahara: Pitu-

ranthos scoparius (Guezzah) in the region of Ghardaia.

Extraction was carried out by alcoholic maceration (methanol / water) and liquid-liquid

extraction by different polar solvents.

Analysis of the alcoholic extracts by TLC (silica gel, polyamide gel and development ves-

sel), showed under UV. The results showed us the flavonoids.

Key words: Pituranthos scoparius, extraction, purification, active principle.
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Introduction générale

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et ¢galement pour ses besoins médicaux. L’utilisation théra-
peutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de

I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de I’humanité.

Bien qu’une grande partiec du XX¢éme siecle a été consacree a la mise au point de molé-
cules de synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs de sources naturelles
a résulté dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer

un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines [1,2].

Ces dernieres années, nous avons assisté a un regain d’intérét des consommateurs pour les
produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des procédés
mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux com-
posés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les flavonoides, ont été particulie-
rement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et

alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé [3,4].

Pituranthos scoparius est une plante médicinale largement utilisée par la population algé-

rienne, notamment dans la médecine traditionnelle.

L’objectif de notre travail est 1’étude des différentes techniques d’extraction, séparation

et purification de principe actif de Pituranthos scoparius.

Ce travail est scindé en trois parties :
Chapitre | : Généralités sur Pituranthos scoparius et les métabolites.
e Chapitre Il : Les différentes techniques d’extraction, séparation et purification de
principe actif.
e Chapitre Il : Les purifications.
v’ La premiére partie : Le matériel et méthodes.

v La deuxiéme partie : Résultats et discussion.
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CHAPITRE I:GENERALITE SUR LA PLANTE

I.1- Généralités sur la plante :

Le Sahara, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé

de croftre au cours de ces derniéres années.

Pituranthos scoparius est une espece endemique nord-africaine et est utilisée comme ex-

trait a fort pouvoir antifongique [5].

I.1.1-La famille des Apiacées :

Les Apiaceae (Apiacées) anciennement appelées Ombelliféres, comprennent environ
3000 especes réparties en 469 genres sont distribués dans toutes les régions tempérées mais sur-
tout dans I’hémisphére Nord. En Algérie 55 genres regroupant 117 espéces, dont 24 endémiques,
sont répertoriés [6]. Les Apiaceae sahariennes sont bien différentes les unes des autres et leur
détermination n’offre pas de grandes difficultés sauf la distinction entre les espéces du genre Pi-
turanthos. Pour toute identification, il est trés important de cueillir des échantillons portant des

fruits mars [7].

C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en om-
belles composées. Les plantes de la famille des Apiaceae sont essentiellement des plantes herba-
cées annuelles, bisannuelles, ou le plus souvent vivaces. L’appareil végétatif souterrain pérennant

est tres varié : racine pivotante, rhizome ou tubercule.

Les feuilles sont alternes, souvent trés découpées, sans stipules, généralement engai-
nantes. Elles sont le plus souvent composées, pennées, palmées ou ternées, plus rarement entieres

(chez les buplévres par exemple) ou phyllodiales.

Les fleurs sont généralement blanches et plus rarement jaunatres, verdatres ou rosées.
Leur simplicité et leur régularité caractérisent les Apiaceae ; ainsi, la fleur a toujours la méme
formule florale : Le calice est constitué de cing sepales (5S), La corolle est constituee de cinq
pétales libres (5P), de type actinomorphe. Androcée est composé de cing étamines, gynécée ou
pistil est composé de deux carpelles (2C) antéropostérieurs soudés a la coupe florale et formant

un ovaire infére. Aprés fécondation, I’ovaire infére devient un diakéne ou double méricarpe [8].

Les Racines, tiges et feuilles sont parcourues par des canaux sécréteurs qui contiennent un

2



CHAPITRE I:GENERALITE SUR LA PLANTE

mélange d’essences et de résines, ce qui explique I’odeur forte qui se dégage des Apiaceae lors-

qu’on les écrase [7,9].

I.1.2-Description Botanique :

Les Ombelliféres sahariennes sont différentes les unes des autres et leur détermination
n’offre pas de grandes difficultés. Exclusivement, la distinction entre les espéces de Pituranthos

est souvent difficile [10].

En effet, elles ne se distinguent les unes des autres que par la couleur des fleurs et la taille

de leur pedoncule [11].

Le genre Pituranthos posséde plus de 20 espéces, dont certains sont spécifiques a

I'Afrique du nord [12] [13], et sont souvent rencontrées dans les régions arides ou désertiques.
Le potentiel floristique Algérien de ce genre comporte les especes suivantes :

- Pituranthos Chloranthus, espece particulierement moins présente.

- Pituranthos Scoparius, I'objet de notre travail, espéce abondant dans les Aures.

- Pituranthos battandieri (Maire), endémique au Sahara marocain et Oranie.

Quezel [12] a décrit le genre Pituranthos comme une plante vivace, totalement aphylle, a
tiges tres ramifiées, portant des ombelles a involucre et involucelles polyphylles et des percarpes

ovoides a 6 bandelettes [14].
I.2-Pituranthos scoparius :

1.2.1-Description de Pituranthos Scoparius :

Pituranthos scoparius Benth. Et Hook, appelée en arabe « Guezzah » est une plante vi-
vace, aphylle ou presque, a tiges souvent trés ramifiées, Ses tiges décombantes, longes de 40-80
cm, floriferes avec des fleurs blanches a ombelles latérales et pédoncule court (1-3 cm).Ses fruits
sont plus longs que larges, hérissées de poils dressés. C’est une plante a souche ligneuse ramifiée
émettant de nombreuses rosettes de feuilles triséquées 1-2 fois. La floraison a lieu de Février a
Octobre [6,15] (Figures 1 et 2) :
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Figure 2: Pituranthos scoparius [14].

1.2.2- Classification de la plante :

D’apres, Quzel P .et Santa S., 1963, Pituranthos scoparius (Coss. & Dur.) Benth. & Hook
est classé comme suit :

-Regne : Plantae (végétal)
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-Embranchement : Spermaphytes
-S/embranchement : Angiosperme

-Classe : Magnoliopsida (Eudicote)

-Ordre : Apiales

-Famille : Apiacées

-Genre : Pituranthos

-Espece : scoparius

-Nom binomiale : Pituranthos scoparius [16].

1.2.3-Utilisation traditionnel :

L'espéce Pituranthos scoparius est appelée localement Guezzeh. Les huiles obtenues des
tiges et des graines de I'espece Pituranthos scoparius sont largement utilisées comme remede

contre le rhumatisme et la fievre [17].
Elle est utilisée comme médicament contre [18] :

_ Les spasmes ;

_ Les douleurs de diabéte ;

_ Hépatite difficultés digestives ;
_ Infections urinaires (aromate) ;

_ Utilisé les huiles contre les bactériales [19,15].

1.3-Les métabolites :
1.3.1-Les métabolites primaires :

Le métabolisme primaire représente tous les processus de base, comme la croissance ou la
respiration, qui sont vitaux pour la plante. Les métabolites primaires proviennent de ces réactions
et sont les composés essentiels de la machinerie moléculaire de la cellule (acides nucléiques, pro-

téines, lipides et d’hydrates de carbone) [20,21].

5



CHAPITRE I:GENERALITE SUR LA PLANTE

1.3.2-Les métabolites secondaires :

Les metabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme agents
allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits [22].

En général, les termes, metabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs antinutritionnels,
sont utilisés pour déterminer ce groupe, il existe plus de 200.000 composés connus qui ont des
effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiféres. Comme ces composés ont des effets
toxiques, leur incorporation dans 1’alimentation humaine peut &tre utile pour la prévention contre
plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral...), car la différence entre

toxicité et effet benefique est généralement soit dose ou structure dépendant [23].

1.3.2.1- Composées phénoliques :

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés
variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un monohydroxybenzene.
Les composés phénoliques sont fort répandus dans le regne végeétal ; on les rencontre dans les
racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur et I’ardme, ou I’astringence des plantes dé-
pendent de la concentration et des transformations des phénols. Ces composeés représentent 2 a
3% de la matiere organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage.
Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou plus gé-

néralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels (tanins).
Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides [24,25].

1.3.2.2- Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ils sont formés d’un sque-
lette de base & 15 carbones (C6-C3-C6). Ces composés existent sous forme d’aglycones (génines)
ou sous forme de glycosides et plus de 4000 structures sont connues a ce jour [26]. Les princi-
paux aglycones sont représentés dans la figure 3. Tous les flavonoides peuvent étre regroupes en

une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central [27].
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On peut remarquer ici que :

o Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores ;

¢ Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que les Flavones ;

e Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que I’on trouve

souvent sous forme de glycosides ;

e Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones ;

e Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau pyronigue entre

les positions 1 et 2 ;

e Les anthocyanidols sont des dérivés réduits des flavonols avec formation d’un oxonium ;

e Les flavanes ou catéchines sont également des produits de réduction, au moins formelle-

ment, des flavonols.

Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones, des flavonols, en

particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux des flavanes, flavanones et

chalcones [27,28].
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Figure 3: Les principaux aglycones des flavonoides [28].
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1.3.2.3- Les alcaloides :

En général, ces composés possédent au moins un atome d’azote hétérocylique. Actuel-
lement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20 % des espéces
de plantes produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique, présentant genéralement de puis-
sants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés d'une
action spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a I'état pur et leur véritable valeur ne
s'affirme qu'entre les mains du médecin car ils entrent dans la composition de nombreux médica-
ments comme principe actif. Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur sys-

teme de défense contre les herbivores et les pathogénes car ces composes sont toxiques.

Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides peu-

vent étre divisé en plusieurs groupes.

v Des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique.

v Des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine conte-
nues dans lI'opium du pavot, et des alcaloides indoliques : ergométrine, ergotamine, ergo-
toxine de I'ergot des céréales.

v" Des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune.

v" Des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec, co-

nine

(Poison violent) de la cigué, vdes alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine
de la belladone : vdes alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine)

par exemple.

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (figure 4) : Indole (a), Quinoline
(b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la morphine (g) et solanidine (h)
(stéroide) [29].
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Figure 4: Les principaux cycles azotés des alcaloides [29].

1.3.2.4- Les terpénes :

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un intérét
chimique considérable, tres diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des veégétaux. Cette
Ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme parfum (rose, lavande). lls
ont un caractére commun, formés d’unités isopréniques (CsHs). lls sont formés de I'assemblage
d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du 2-méthyl butadiene, appelées
unités isopréniques (CsHg) .. Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon lineaire ou bien for-
mées des anneaux. De ce fait, une classification rationnelle, basée sur ce nombre qu’ils renfer-
ment est possible [30,31] [32](voir le tableau 1) :
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Tableau 1 : Classification des terpenes [32].

Monoterpénes Cuo
Sesquiterpénes Cis
Diterpénes Cyo
Sesterpenes Cys

Triterpenes et Stéroides | Czp

Tetraterpénes Cao

Polyterpénes (Cy0) navec n>8

1.3.2.5- Les coumarines :

Historiqguement, le nom de coumarine vient de « cumaru » qui est le nom dans une langue
amazonienne, de l'arbre de tonka. Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820.
Elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la sauge
sclarée et la lavande. On les trouve aussi dans le miel, le thé vert, etc.... Les coumarines sont des
composés phénoliques végétaux, portant un noyau benzopyrone dans leur structure, ils sont des
2H-1-benzopyran-2-ones que I’on peut considérer, en premiére approximation, comme étant les

lactones des acides 2-hydroxy-Zcinnamiques [33].

La structure de base des coumarines est la suivante :

Figure 5: La structure de base des coumarines [33].

1.3.2.6- Les saponines :

Les saponines sont des glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble
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complexe et chimiquement tres diversifié de molécules triterpéniques ou stéroides. Elles se com-
posent d’une fraction aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une

chaine mono ou polysaccharidique hydrophile [34,35].
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Figure 6: La structure des saponines [35].

1.3.2.7- Les tannins :

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes,
lesgymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins hydrolysables). Ces compo-
sés ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une
protéine a une autre selon les degrés d’affinités [36]. Le terme tannin vient de la source de tan-
nins, utilisées pour le tannage des peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de

tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes.

Le poids moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les structures
les plus complexes) [37].Dans notre alimentation, 1’astringence est la qualité organoleptique qui
indique la présence des tannins. Elle a un rdle important dans le choix des aliments (corrélation
inverse entre les espéces végétales choisies et leur teneur en tannins) [38].

Les tannins sont classés en deux types selon la structure : les tannins hydrolysables et les

tannins condensés, dits aussi : proanthocyanidines.

1.3.2.7.1-Les tannins hydrolysables :

Ils sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement
le glucose). On parle de gallotannins. Aussi des unités galloyles peuvent étre ajoutées par liaisons
esters, genéralement en position C; de 1’acide gallique. Et les unités d’acide gallique voisines

s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins. Ces deux
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groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.

Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments simples
(acides phénols et sucres). L’acide gallique provient de la B-oxydation des composés Cg-Cs,
comme I’acide coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais, I’acide shikimique est

considéré comme le meilleur précurseur [39].
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Figure 7: Exemple d’un tanin hydrolysable [40].

1.3.2.7.2-Les tannins condensés :

Ce sont des proanthocyanidines, composes phénoliques hétérogénes : diméres, oligomeéres
ou polymeéres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols. Les
deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les prodelphinidines. Les
monomeres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et 1’épicatéchine qui peuvent étre
substituées par 1’acide gallique ou des sucres, généralement en position 3 ou plus rarement en
position 7. Ces monomeéres de prodelphinidines sont la gallocatéchine et 1’épigallocatéchine,
mais on distingue également des monomeres de quercétine et de myricétine [41].En
s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme le glucose ou
les acides phénols comme c’est le cas pour les tannins hydrolysables, mais plut6t des anthocyani-
dines [42].

12
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Figure 8: Exemple d’un tanin condensé [43].

1.3.2.8-Les stéroides :

Les stéroides représentent un ensemble de molécules dériveées du cholestérol ou de ses
homologues particulierement abondants dans les vegétaux et les animaux. Cette classe de subs-
tances naturelles présente une sous-classe de triterpénes, dont la structure chimique, de base et un
systeme tétracyclique. Les quatre cycles sont désigneés par les lettres A, B, C, D en débutant par le

cycle en bas a gauche [44] comme il est présenté dans la figure 9.

Figure 9: Stéroide R = diverses chaines latérales [45,5].
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11.1-Définition :

Un procédé de séparation est une technique ou une technologie permettant de transformer
un mélange de substances en deux ou plusieurs composants distincts. Les buts de ce type de pro-

cédé peuvent étre divers [46, 47].

- Purification : des impuretés doivent étre extraites du composé d'intérét
- Concentration : élimination d'une partie du solvant.

- Fractionnement : séparation d'un mélange complexe en plusieurs mélanges différents.

Le principe d'un procédé de séparation est d'utiliser une différence de propriétés entre le
composé d'intérét et le reste du mélange. Plus la différence de propriété sera grande, plus la sépa-
ration sera aisée. Ainsi le choix du procédé de séparation commence par une bonne connaissance

de la composition du mélange et des propriétés des différents composants.

11.2- Techniques utilisées pour la séparation des principes actifs :

Les principes actifs d'une plante médicinale sont des agents chimiques capables d'une ac-
tivité. La présence de ces composants souvent en quantité extrémement faible dans la plante im-
pose des séparations, généralement, délicates. La décoction, I’infusion et la macération sont les
méthodes de séparation les trés utilisées pour I’extraction globale des principes actifs et qui sont
suivies par des séries de séparation chromatographique pour atteindre une matiere pure d’un prin-

cipe actif.

11.2.1-Décoction :

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation généra-
lement végétale par dissolution dans un solvant appropri¢ (généralement 1’eau), ce qui suppose
que ces substances ne soient pas thermolabiles. Elle s'applique genéralement aux parties les plus

dures des plantes : racines, graines, écorce, bois.

La décoction est utilisée en herboristerie, en teinture, en brasserie et en cuisine. Le terme
désigne également les préparations obtenues par cette méthode, généralement des tisanes. La dé-
coction consiste a chauffer I'élément avec de I'eau, jusqu'a ce que cette derniere soit bouillante,
pour en extraire les principes actifs. Plusieurs plantes, feuilles, fleurs, racines etc... Trouvées en

herboristerie pour leurs vertus thérapeutiques s'utilisent, entre autres, sous forme de décoctions.
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Pour réaliser une décoction, on prépare les parties de plantes recherchées, coupées et fractionnées
si nécessaire, et on les place dans un récipient rempli d'eau. Le tout est porté a ébullition et main-
tenu & température pendant un temps variable, généralement entre deux et quinze minutes. A la
fin, on laisse tiédir et on filtre le liquide a I'aide d'une passoire avant de l'utiliser. La décoction ne

doit pas étre confondue avec l'infusion ni avec la maceération.

La décoction permet une extraction des principes actifs plus complete que I'infusion mais
ne s'applique pas partout, la température modifiant ou dégradant certains principes. La décoction

dure en moyenne quelques minutes [48].

11.2.2- Infusion :

Une infusion est préparée en versant de 1’eau bouillante sur une quantité spécifique de

matiére végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes [49].

11.2.3-Macération :

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de 1’alcool ou du vinaigre. Dans le cas de la
macération a 1’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant

quelques heures (10 oul2 heures).

Les macérations a 1’eau ne doivent pas dépasser une douzaine d’heures par risque

d’oxydation et de fermentation du liquide [50,51].

11.3- Les techniques de séparation et de purification :

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinité des substances a analyser a I’égard de deux phases, [’une stationnaire, 1’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 successive sur la phase station-
naire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase dans le cas ou les deux phases sont des
liquides. Il existe plusieurs méthodes de séparation chromatographique en fonction de 1’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. Papier). 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
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basées sur les mémes principes que ceux de la chromatographie classique [52].

11.3.1-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 [53].

11.3.2- 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, Schleider et Shull, Durieux et Arches. Il existe huit Catégo-
ries 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 si 1’on désire
une grande vitesse d’écoulement modérée, on utilisera le n°3 ou le n°4 ; le papier n°20 est trés
lent, mais il permet une meilleure séparation, donnant des taches tres denses et uniformes. La
description de 1’analyse par chromatographie sur papier est identique a celle sur couche mince

[54].

11.3.3-La chromatographie sur couche mince (CCM) :

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu cotteuse, utilisée au cours de la séparation et de 1’identification des différents mé-
tabolites. Elle repose principalement sur le phénomene d’adsorption avec phase stationnair, une
couche d’absorbant (gel de silice ou autre) étalé uniformément sur un support en aluminium ou
en verre de dimensions variable (généralement 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 ¢€luant. Elle est composée d’un
solvant unique ou d’un mélange de solvants qui migrent lentement le long de la plaque en entrai-

nant les composants de 1’échantillon déposé [55].

11.3.4- La recristallisation :

C’est une méthode de purification utilisée dans la plupart des cas pour les composés pou-
vant se présenter sous forme de cristaux. Elle s’utilise méme sur de petites quantités. Le principe

de cette technique est basé sur la solubilité des mélanges a séparer. En effet, lorsqu’on veut isoler
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ou purifier un composé présent dans un mélange par cette technique, la premiére étape consiste a
trouver le meilleur solvant de recristallisation. On appelle meilleur solvant de recristallisation, 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 se
cristalliser. La filtration suivante permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a

froid [56].

11.3.5- La centrifugation :

La centrifugation est une opération de séparation mécanique, par action de la force centri-
fuge, de deux a trois phases entrainées dans un mouvement de rotation. On peut séparer deux
phases liquides, une phase solide en suspension dans une phase liquide, voire deux phases li-

quides contenant une phase solide [57].

11.3.6- La filtration :

La filtration est une opération, dont le but est de séparer une phase continue (liquide ou

gazeuse) des matiéres solides ou liquides (phase dispersée) qui y sont présentes en suspension.

La filtration consiste dans le passage de la suspension a travers un milieu filtrant adéquat
capable de retenir par action physique, et plus rarement chimique, les particules solides. Le milieu
filtrant est constitué par des particules solides, elles-mémes déposées sur un support qui peut étre,
selon les cas, des feuilles de papier spécial, des tissus, des toiles métalliques, du sable, des gra-
vieres. Pour faciliter I’opération et augmenter la vitesse de passage du liquide, qui dépend de la
perte de charge dans les canaux du milieu filtrant, on exerce une aspiration sur le filtre, ou on
augmente la pression sur le liquide a filtrer. La filtration continue ou discontinue est utilisée lors-
que I’on désire traiter des liquides ou des gaz. Il s’agit en genéral de traiter des liquides ou des
gaz ayant une tres petite teneur en solide, en particulier lorsque les particules de solide sont a

une faible vitesse de sédimentation [58].

11.4-Les techniques d’analyse et d’identification structurale :

L’identification des structures moléculaires organiques se fait genéralement par
I’utilisation combinée de plusieurs techniques spectroscopiques, la spectroscopie de la masse, la

spectroscopie infrarouge, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton et du
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carbone.

Ces techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes condui-

sant a la I’élucidation structurale.

L’analyse structurale des flavonoides est trés défiante, ceci est dii a la grande variété de

ces composes [59].

11.4.1-La résonance magnétique nucléaire (RMN) :

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour 1’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination struc-
turale des composés organiques. Les principaux noyaux étudiés sont le proton ou 1H, le carbone
treize 13C, le phosphore 31P, le fluor 19F, I’azote 15N... Depuis son développement extréme
durant ces dernieres décennies, elle est devenue la méthode de choix de résolution structurale,
grace notamment, aux expériences multi impulsionnelles et bidimensionnelles homo et hétéros
nucléaires qui permettent non seulement d’arriver a la structure mais de résoudre les problémes
de stéréochimie. Il faut également souligner un avantage précieux de cette technique méme si elle
n’est pas trés sensible par rapport aux autres (la spectrométrie de masse par exemple et les séries
spectrales UV), c’est ou 1’échantillon est récupéré intact apres évaporation du solvant. La spec-
troscopie de résonnance magnétique nucléaire est une méthode qui nous informe sur

I’environnement des différents protons, elle permet de connaitre :

v La position et le nombre des substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique
[60].

v" Le nombre des sucres liés a I’aglycone ainsi que la nature de leur orientation (aoup).

11.4.2-Spectrophotométrie UV-visible :

C’est la technique la plus utile pour 1’analyse des structures flavoniques, plusieurs re-

cherches ont été faites dans ce domaine [61].

Cette technique permet la localisation des hydroxyles libres et de leur position sur le
squelette flavonique, par la formation de complexes avec les différents réactifs, qui se traduisent

sur le spectre UV-visible par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes
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d’absorption par rapport au spectre de référence pris dans le méthanol [62].

11.4.3- Spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui per-
met de déterminer le poids moléculaire d’un produit pur ou de recueillir des informations structu-
rales a partir de la nature des fragments obtenus [63]. Le principe de la spectrométrie de masse
est basé sur I’ionisation des molécules introduites dans 1’appareillage. L’ion ainsi obtenu, appelé
ion moléculaire, permet la détermination de la masse molaire du composé. Il peut y avoir rupture
de liaisons chimique au sein de 1’ion moléculaire, avec formation d’ions fragments caractéris-
tiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au hasard mais selon des molécules bien
déterminés, I’ensemble de ces ions constituent le spectre de masse dont la lecture permet

I’identification de la structure moléculaire.

Il existe plusieurs modes d’ionisation en spectrométrie de masse dont I’ionisation par Im-
pacte Electronique (IE) pour les molécules thermostables notamment les flavonoides aglycones.
Pour les molécules thermo instables comme les glycosides des techniques d’ionisation douces
sont utilisées dans 1’électrospray ou ionisation par électronébulisation (ESI) et la Faste Atom
Bombardement (FAB).

Dans ces techniques en mode positif, I’ion moléculaire n’est pas toujours observable. On
observe généralement, un ion pseudo moléculaire [M+H] +. D’autres ions adduits peuvent se
former comme [M+Na] + par addition de chlorure de sodium (NaCl). Ces informations permet-

tent de déduire le poids moléculaire du composé étudié [64].

11.4.4-Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composé€s gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition [65]. C’est la technique de sépa-
ration la plus utilisée car elle permet d’effectuer 1’individualisation des constituants a partir
d’échantillons de 1’ordre du milligramme voire du microgramme. La séparation a lieu dans des
colonnes capillaires qui possédent un fort pouvoir résolutif parfaitement adaptée aux melanges

complexes volatils.

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’une gamme d’alcanes ou
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plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante (indice de Kovats IK) ou en
programmation de température (indices de rétention, Ir). Cependant, la comparaison des indices de

rétention avec ceux de la littérature ne suffit pas a identifier formellement un composé.

Le développement des phases stationnaires chirales (colonne de cyclodextrines) et de la CPG
multidimensionnelle a permis de surmonter certaines difficultés de séparation et d’identification des
composés volatils [66]. La CPG, est aujourd’hui, un outil incontournable pour 1’analyse des composés

volatils en mélange [67].

11.4.5-Chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC :

La chromatographie en phase liquide a haute performance (1’abréviation anglaise HPLC-
High Performance Liquid Chromatography est plus fréqguemment utilisée) est une technique de
séparation analytique, basée sur I'nydrophobicité des molécules d'un composé ou d’un mélange
de composés. L’échantillon a analyser est poussé par un éluant liquide (appelé aussi phase mo-
bile) dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grains solides tres fins. Le
débit d'éluant est assuré par une pompe a haute pression. Dans la colonne, les divers composés de
I’échantillon sont séparés I’un de I’autre en raison de leurs diverses affinités a I’égard des deux
phases stationnaire et mobile. A la sortie de la colonne, les composés sont détectés a 1’aide d’un
détecteur (pouvant étre UV, IR etc.). Dans nos études, des détecteurs UV basés sur la mesure de

la longueur d’onde des composés ont été utilises [68].
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I11.1-Matériel expérimental :
I11.1.1-La récolte :

La plante a été récoltée durant la période de novembre 2017 a la commune d’Oued Zegrir
(Guerrara) de la région de Ghardara (Algérie). La plante a été déposée au laboratoire de Chimie 1
(& I'Université de Ghardaia).

Figure 10: La situation géographique de la région de récolte.

I11.1.2-Séchage et conservation :

Le séchage a été effectué¢ dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires presque de 15

jours en moyenne, puis le matériel végétal a été dégradé et conservé dans une bouteille de verre.

111.1.3- Macération :

L’extraction est portée sur la macération, apres le séchage de la plante, nous avons pesé
200g de la matiére verte (feuilles et tiges). Cette masse est macérée dans 1350 ml d’un mélange
méthanol /eau (70/30). Le contenu de la fiole est gardé au repos pendant 48h a température am-
biante pour dissoudre les constituants solubles. Cette opération est répétée 2 fois avec le méme

solvant apres sa séparation par filtration.
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CHAPITRE 1l : MATERIELS ET METHODES

Figure 11: Macération méthanol/eau (originale).

111.1.4- Filtration simple et évaporation sous vide :

Apreés la filtration simple sur un papier filtre. On a obtenu une solution d’une cou-
leur vert olive. Une évaporation sous vide a été effectuée a I’aide d’un évaporateur rotatif type
(Heidolph) a une température de 55°C R 140 pour récupérer le solvant utilisé durant cette macé-

ration (méthanol).

Figure 12: Un rotavapor type (Heidolph) (originale).

22


http://www.soliddocuments.com/

CHAPITRE 1l : MATERIELS ET METHODES

I11.1.5-Extraction et fractionnement des principes actifs :

Nous procédons ensuite a une extraction liquide/liquide successivement 1I’éther de pétrole,
I’acétate d’éthyle, dichlorométhane et n-butanol. Chaque phase séchée par Na,SO,. Les extraits
organiques sont évaporés dans un rotavapor type (Heidolph) chaque phase a sa température,

I’extrait obtenu a été conservé au 4°C jusqu'a I’utilisation.

Figure 13: Extraction liquide-liquide (originale).

111.1.5.1- Extraction par I’éther de pétrole :

L’extrait obtenue est 250 ml, nous avons divisé par 3, aprés on le met dans I’ampoule a

décanter.
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- Nous avant ajouter 1/3 volume d’éther de pétrole au volume de la phase aqueuse obtenue (v/v).

- Bien agiter et laisser reposer le mélange, aux moins 10 minutes jusqu'a I’obtention de deux
phases, une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase aqueuse (coté infe-
rieur) ;

- recupérer la phase organique dans un récipient en verre ;

- repeter la procédure trois fois.

- Dans ce cas, nous avons eu des lipides et pour I'enlever, nous avons introduit 1’éther de pétrole

dans la centrifugeuse.

Figure 14: Une centrifugeuse de laboratoire (originale).
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Figure 15: L’extrait d’éther de pétrole apres la centrifugation (originale).

111.1.5.2- Extraction par ’acétate d’éthyle :

Dans une deuxiéme étape, la phase aqueuse résultante de 1’étape précédente a éte traitee
avec 1’acétate d’éthyle et on répéte les mémes étapes. La couleur de la phase organique (phase

d’acétate d’éthyle) est jaune alors que la phase aqueuse est marron trés foncée.

Figure 16: L’extrait de I’acétate d’éthyle (originale).
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111.1.5.3- Extraction par dichlorométhane :

Dans une troisi¢éme étape, la phase aqueuse résultante de 1’étape précédente a été traitée
avec DCM et on répete les mémes étapes. La couleur de la phase organique (phase de DCM) est

vert alors que la phase aqueuse est marron trés foncée .

111.1.5.4- Extraction par n-butanol :

Finalement, nous avons traité la phase aqueuse récupérée par n-butanol selon les mémes

étapes que nous avons fait précédemment.

Figure 17: L’extrait de n-butanol (originale).

111.1.6-Le rendement de I’extraction :

Le rendement d’extraction a été déterminé par la formule suivante :
R%= 100 [ Mex/Mpv]
Mex: : est la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en g.

My : est la masse de la plante séchée en g.
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-Extraction Lig-liq par éther de pétrole
- Evaporation a 37°c
- Séchage par NazSO4

-Conserver dans I’éther

m m -Extraction par acétate d’éthyle
l l - Séchage par Na2SO4
- *
Phase

- Evaporation a 50°¢
-Conserver ’acétate d’éthyle
organique

-Extraction par dichlorométhane
- Séchage par Na2SO4

- Evaporation a 40°¢

- Conserver dans dichlorométhane

!
' ¥
P orgariue | —
Extrait brut acé-

tate d’éthyle 1

|
.

-Extraction par n-butanol

- Séchage par Na2S04
- Evaporation a 115°¢

- Conserver dans n-butanol

Figure 18 : L’Organigramme d’extraction des différents extraits.
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I11.2- L’analyse des extraits par la chromatographie sur couche mince :

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur plaques analytiques
commerciales 10x6 cm portant 0,25 mm de gel de silice 60F254 et polyamide F254S (Merck,

Germany).

Les plaques ont été observées sous lampe UV a longueurs d’ondes : A = 365nm. Chaque subs-

tance qui migre est caractérisée par son Rapport frontal (Rf) :

RF=d/D
d : Distance parcourue par le constituant.
D : Distance parcourue par le front de I'éluant.

111.2.1-Protocole de CCM sur gel de silice :

-Analyse 1 :

Phase stationnaire : plague en aluminium recouverte de gel de silice 60.
Phases mobiles : hexane/acétate d’éthyle a différents pourcentages

Les fractions 1 : acétate d’éthyle et éther de pétrole

Les fractions 2 : phase d’éther de pétrole, phase da acétate, phase de DCM et phase de n-butanol.
-Analyse 2 :

-Phases mobiles :

- CHCI3/MeOH/ ACOET (13:1:1) (v:v:vV)

- CHCI3/MeOH (19:1) (V:v)

-CH2CL2 /Acide acétique /[H20 (2:1:1) (v:v:v)

-N-butanol/ AcOET /H20 (13:3:4) (v:v:V)

- AcOET/hexane (1:1) (v:v)

- CH3CI3/MeOH (14 :1) (V:v)
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- L’extrait brut et Les fractions.

111.2.2-Protocole de CCM sur gel de polyamide :

Phase stationnaire : plague en aluminium recouverte de gel de polyamide F254S
Phases mobiles : Toluéne/ MeOH & différents pourcentages.

L’extrait brut et les fractions.

111.2.3-Chromatographie bidimensionnelle :

Phase stationnaire : plaque en aluminium recouverte de gel de silice 60
Phase mobile :

-Pour la premiere dimension : CH2CL2/MeOH (96 :4)

- Pour la deuxiéme dimension : CHCL3 / MeOH/ AcOET (90 :5:5)

Figure 19: Cuve de développement chromatographie (originale).
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i ——

Analyses et caractéri-
sations

A 4

| |
I

Figure 20:L’Organigramme de CCM de différents types de chromatographie.
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IV.1- Fractionnement et analyse chromatographique par la CCM :

IV.1.1-Fractionnement :

Un extrait brut de P. scoparuisa a été obtenu par la macération des parties aériennes dans
un meélange méthanol / eau (70/30 : v/v).Le fractionnement a été réalisé par le protocole décrit
dans la figure de ce chapitre, les différents solvants utilisés nous ont permis d'obtenir les phases

suivantes :

-Phase Etherpetrolique: obtenue aprés 1’extraction Lig-liq par I'éther de pétrole.
-Phase d’acétate d’éthyle : obtenue aprés 1’extraction Lig-liq par d’acétate d’éthyle.
-Phase dichlorométhane : obtenue aprés ’extraction Lig-liq par dichlorométhane.

-Phase de n-butanol : obtenue aprés 1’extraction Lig-lig par n-butanol

1V.1.2-Le rendement de I’extraction :

Pour chaque échantillon, nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les résultats ob-

tenus sont présentés dans le Tableau 2 suivant :

Tableau 2 : Les rendements des différents extraits :

Matériel végétal | Extrait M(g) Rendement(%o)

Etherpetrolique 9.26 4.63

Aceétate d’éthyle 10.46 5.23
Pituranthos Dichlorométhane 6.065 3.0325
scoparius

N-butanol 64.24 32.13

Brut 21.28 10.64

Dans ce tableau, nous notons que les rendements différent d'un extrait a I’autre : on ob-

serve une hausse du n-butanol par rapport aux autres extraits.

D’apres ces résultats, il apparait que I’extrait de n-butanol avec 32.13% d’extraits bruts
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présente plus de substance que I’extrait de [’acétate d’éthyle (5.23%), puis suivi
d’Etherpetrolique et Dichlorométhane qui ne renferment que 4,63% et 3.0325 d’extrait bruts.

IVV.2- Chromatographie sur couche mince :

IVV.2.1-Chromatographie sur gel de silice :

Tableau 3 : Les résultats de la CCM effectuées pour les extraits dans le systeme solvant (hexane/

acétate d’éthyle) :

Hexane : | Ether de pétrole | Acétate d’éthyle | Dichlorométhane | N-butanol
acétate
:)i/’éthyle Rf Couleurs | Rf Couleurs | Rf Couleurs | Rf Couleurs
0
(100 :0) 0.513 | Jaune _ _ _ _ 0.386 | Jaune
0.686 | Clair
(90 :10) _ _ 0.163 | Jaune _ _ _ _
(80 :20) 0.357 | Jaune 0.125 | Jaune _ _ _ _
0.413 | Bleu 0.225 | Vert
0.5 Mauve 0.438 | Vert
0.75 | Vert clair
(70:30) | 0.338 | Bleu 0.15 | Vert 0.263 | Jaune _ _
0.338 | Jaune 0.575
(60 :40) 0.488 | Jaune 0.138 | Vert _ _ _ _
0.55 Mauve 0.263 | Vert
0.788 | Vert
(50:50) | 0.6 Mauve | 0.125 | Vert _ _ _ _
0.75 | Jaune 0.438 | Jaune
0.813 | Vert 0.663 | Vert
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Par comparaison des rapports frontaux des taches apparues dans les fractions, Notez que

(80 :20) et (50 :50) nous a donné les meilleurs rapports frontaux et aussi donne des couleurs défé-

rents.

Dans ce cas, nous disons que le solvant (hexane /acétate d’éthyle) donne le meilleur résul-

tat a (80/20) par la fraction d’acétate d’éthyle et I’éther de pétrole.

Tableau 4: Résultats de la CCM pour les fractions plus le brut :

Extraits
Ether de . ’s Dichloromé-
Phases mo- Brut pétrole Acétate d’éthyle thane N-butanol
biles Cou
Rf Cou- Rf Cou- Rf Couleurs | Rf Cou- Rf | leur
leurs leurs leurs S
0.213
Jaune
0.275
0.1 Jaune
CHg:_S';Me 055 0.438 Jaune .
ACOET 0.588 - 1 Bleu 0.525 Vert - Jeune _ _
(90 :5:5) % 0.575
0.688 Mauve
0.713 Vert
CHCI3/Me
Jaune
OH 0.838 0975 | Vert | 0975 | Jeune |0688| Maue | _ | _
(96 :4) %
CH2CL2
/Acide acé- 0.475
tique /H20 0.4 Jeune - Bleu 0.975 Jeune 0.813 | Mauve _ _
2:1:1)%
0.188 | Mauve
N-butanol/ 0.238 Jaune
AcOET / Jaune
0.588 0.13
H20 0.613 vert | 0783 | vert | 0675 Vert g Jeune B B
(65 :15 :25) 0.738 Mauve
% 0.788 Mauve
0.863 Vert
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AcOET 0.313 0625 y
. ert
/nexane 0.538 Vert | 0783 | vert 022 | Mauve _ _
1:1) % 0.888 Jaune
0.313 Mauve
0.413 Jaune
CHCI3
/ MeOH 0.663 Jaune 04
e .
0.275 Vert 1 Vert 0875 Vert Vert _ _
(92 :8) %
0.938 Vert
0.963 Mauve

Dans ce tableau la meilleure séparation et migration a été obtenue avec le systeme :

identiques entre le jaune, mauve et vert.

N-butanol/ ACOET / H20 (65 :15 :25) %.

L’acétate d’éthyle est riche en différents composeés puisqu’en pu Vvoir 7 spots qui sont presque

IVV.2.2-Chromatographie sur gel de polyamide :

Tableau 5: Résultats de la CCM pour les phases suivantes :

Toluéene/ Acétate Dichlorométhane N-butanol Extrait brut
Méthanol% d’éthyle
Rf Cou- Rf Couleurs Rf Couleurs Rf Couleurs
leurs
(100 :0) 0.125 | Bleu B ~ _ _ 0.175 | Bleu
(90 :10) 0.2 Jaune 0.563 Mauve 0.463 Vert 0.875 | Vert
0.588 | Mauve
(80 :20) 0.113 | Jaune 0.538 Mauve 0.438 Bleu 0.188 | Jaune
0.438 | Bleu 08 | Vert
(60 :40) 0.188 | Jaune 0.5 Mauve 0.475 Vert 0.975 | Bleu
0.463 | Vert
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La meilleure séparation a été obtenue sur polyamide F254S avec phase mobile : (To-
luene/Méthanol : 90 :10).

Des différentes couleurs caractéristiques des flavonoides ont été observées, il peut s’agir
des flavonols pour le jaune ; flavanones et aurones pour le vert, chalcone pour le mauve et

methoxyflavonols pour le bleu.
Le polyamide donne une bonne migration.
A Pceil nu : si les taches sont colorées.

1V.2.3-Chromatographie bidimensionnelle :

Apres le développement des chromatogrammes, qui ont la phase d’acétate d’éthyle, qui a
duré pour la premiére dimension 80 min et pour la deuxieme dimension 60 min, les taches ont été

délimitées sous la lumiére UV 4 A =365 nm.

D’apreés 1’observation, des chromatogrammes sous lampe UV, les résultats présentent une
bonne migration ; par conséquent une bonne séparation qui permet 1’analyse qualitative des com-
posés flavonoiques. Les taches sont bien distinctes et montrent une richesse considérable de
I’extrait analysé en substances flavonoiques. Partant de leurs fluorescences et Rf, I’échantillon est

riche en flavones en premier lieu qui correspondent a taches violettes, jaunes et bleues.
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Conclusion générale

Le but principal de notre travail est d'étudier le principe actif de la plante Pituranthos

scoparius récolté dans la région de Ghardaia (Guerrara).

La determination de la composition chimique d'un extrait utilise des différentes méthodes
de séparation et purification, telles que la chromatographie sur couche mince de gel de silice et

gel de polyamide.

Ce travail consiste a la purification et la caractérisation chimique de principe actif de

I’extrait alcoolique de cette plante.

A partir de cette étude, il parait que I’extrait de 1’acétate d’éthyle de cette plante peut
avoir le résultat acceptable dans ce domaine.

Le gel de polyamide nous a donné un bon résultat, donc on néglige 1’analyse de CCM par
gel de silice et cuve de développement.

En perspective, nous pouvons lancer ultérieurement une étude tres profonde dans ce do-
maine pour décrire d’'une maniere claire cet effet par les différentes méthodes de séparation et

purification.
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ANNEXES



Annexe 1 : Les analyses 1 des plaques CCM de gel de silice pour les fractions.




Annexe 2 : Les analyses 2 des plaques CCM de gel de silice pour les fractions et I’extrait
brut.




Annexe 3 : Les analyses des plagues CCM de gel de polyamide pour les fractions et I’extrait
brut.



Annexe 4 : les plaques CCM de cuve de développement de chromatographie.



