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Résumé :

Les objectifs de la présente étude sont d’apporter des éléments de connaissances chimiques relatifs
a un mélange synthétique entre la gomme et les tiges d’une plante a caractere thérapeutique « Accacia
Horrida » par caractérisation qualitative et quantitative, 1’extraction et identification de certains
groupes chimiques bioactifs et leur effet inhibiteur sur les lithiases urinaires. Différentes méthodes
d’extraction ont été étudiées. Les produits obtenus peuvent étre utilisés en pharmacologie, cosmétique
et en parfumerie.

Mots clés : Accacia Horrida, caractérisation, extraction, identification, inhibiteur
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Abstract:

The objectives of the present study are to provide elements of chemical knowledge relating to a
synthetic mixture between the gum and the stems of a therapeutic plant "Accacia Horrida" by a
qualitative and quantitative characterization, extraction and identification of certain bioactive chemical
groups and their inhibitory effect on urinary lithiasis. Different extraction methods have been studied.

The obtained products can be used in pharmacology, cosmetics and perfumery.

Key words: Accacia Horrida, characterisation, extraction, inhibitor
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Introduction

Introduction

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de ’homme est trés

ancienne et évolue avec ’histoire de I’humanité [1].

Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d'intérét multiple mis a
profit dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces molécules, on
retrouve, les coumarines, alcaloides, acides phénoliques, tannins, lignines, terpenes et flavonoides [2].
Les flavonoides possédent potentiellement des activités biologiques, antinflammatoires,

anticancérigénes, antimicrobiennes et anti-oxydantes [3].

Dans le cadre de notre travail relatif aux plantes médicinales, nous avons réalisé une étude
détaillée sur 1’ Acacia Horrida, extraction, identification, analyse qualitative et quantitative de certains

groupes chimiques bioactifs, sa solubilité, et son effet sur 1’urine artificielle.

Les principaux chapitres de notre travail sont traités selon le plan suivant:
> La premiere partie consiste en une revue bibliographique dans laquelle sont détaillés les
chapitres suivants : les plantes médicinales, les métabolites secondaires et méthodes d’extraction ainsi

que les lithiases urinaires.
> Dans la deuxiéme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui se déroule en trois
axes:

Dans le premier axe, nous avons réalisé¢ 1’extraction et I’analyse qualitatif a 1’aide de screening

phytochimique de quelques composés bioactifs.
Dans le deuxiéme axe, nous avons étudié la solubilité de la plante.
Nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir inhibiteur de notre plante dans le troisieme axe.

» Dans la troisiéme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus et 1’é¢tude du pouvoir

d’inhibition de I’extrait de la plante médicinale.

Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion générale.
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Plantes meédicinales et lithiases urinaires




Chapitre | Plantes médicinales et lithiases urinaires

I. Plantes médicinales

I. 1.La phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement « soigner avec

les plantes » [4]. C’est une Traitement ou prévention des maladies par I'usage de certaines parties de

plantes médicinales telles que les racines, les tiges ou les feuilles. Elle fait partie des médecines

paralléles ou des médecines douces [5].

D’aprés Zeghad [5], il y’a différents types de phytothérapie :

>

Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de plantes (essences
et ou huiles essentielles), ce sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.
Gemmothérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits alcooliques des tissus
embryonnaires végétaux en croissance tel que jeunes pousses, bourgeons et les radicelles.
Herboristerie : consiste dans la préparation et la commercialisation de plantes médicinales ou
de préparations dérivées. La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a
base d'eau : décoction, infusion, macération.

Homeéopathie : elle consiste a traiter une maladie par des substances susceptibles de produire
des troubles semblables a ceux déterminées par la maladie elle-méme [6].

Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par

extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant.

Aprés transformation chimique, les plantes sont vendues sous forme de tisanes, de liquide, de

sachets, ou de gélules [4].

I. 2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont I’un de leurs organes contient une ou des

substances chimiques qui sont destinées a produire une activité pharmacologique. Elles représentent la

forme la plus ancienne et la plus répandue de médication [7].

Actuellement grace ou progres scientifique considerables enregistrés depuis la fin du XIXéme siécle

(technique d’analyse et extraction... etc.) les plantes médicinales constituent des ressources

inestimables qui ont été utilisées pour trouver de nouvelles molécules nécessaire a la mise au point de

futurs médicaments [1].
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Chapitre | Plantes médicinales et lithiases urinaires

D’apres Odile et Daniel [8], environ plus de 30% des médicaments contiennent des principes actifs

d’origine naturelle.
I. 3. Parties de plantes médicinales utilisées

Les difféerentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants chimiques
tres différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. Généralement, en médecine

traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employee.

Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations sont

ceux qui ont été décrites par Gurib Fakim [1] :
Racine: Les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues.

Rhizome: Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse généralement

horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du sol et des racines dans le sol.

Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles modifiées utilisées comme
organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les bulbes les plus populaires en

médecine traditionnelle sont I'ocignon et I'ail.

Tubercule: Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement souterraine, qui assure la

survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période de sécheresse.

Ces organes peuvent étre formés sur les racines ou se développent sur les parties aériennes de la plante.

La pomme de terre africaine Hypoxissp. de la famille Hypoxidaceae est un exemple bien connu.

Ecorce: L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc d'arbre, elle est souvent riche en toxines

(phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend plus protectrice. Exemple : Cinchonasp.,Rubiaceae.

Bois: Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de la famille

Santalaceae.

Feuilles: Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole. Exemple : Ginkgo

biloba de la famille Ginkgoaceae.

Gommes: les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange de polysaccharides. Ils
sont solubles dans I'eau et partiellement digérés par les étres humains. Exemple Acacia Senegal,

Terminaliabentzoe.
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Chapitre | Plantes médicinales et lithiases urinaires

Huiles essentielles: Exemple Mentha x piperita; Canangaodorata.

Les parties aériennes: Toutes les parties de la plante qui se trouvent au-dessus du sol. Elles sont
récoltées, trés souvent, lors de la floraison. Exemple: Hypericumperforatum de la famille

Hypericaceae.
Fleurs: Les fleurs sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle.
Fruits: Exemple Punicagranatum ; Citrus sp.
Graines: Exemple Ricinuscommunis ; Foeniculumvulgar.
I. 4. Conseils et préparation des plantes médicinales
1.4.1. Récolte des plantes

La récolte des plantes médicinales est une étape trés importante, notamment en médecine
traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver ’efficacité des

principes actifs.

Certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent étre récoltées a un
moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou conservées [9]. Les herboristes

[9] ont proposés quelques conseils pour faire une meilleure récolte :

o |dentifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sdr.

e Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.

e Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les zones ou sont
vaporisés des insecticides sur les cultures.

e Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les abimer.

e Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.

e Récolter uniqguement des plantes saines.

e Recolter les plantes par temps sec, plut6t par une matinée bien ensoleillée.
1.4.2. Séchage et conservation des plantes
1.4.2.1. Séchage

Le séchage des plantes médicinales est, normalement, effectué juste apres la récolte, il permet de
réduire la teneur en eau afin de limiter les dégats dus aux enzymes et autres agents biologiques tels que

les moisissures et les microbes.
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Chapitre | Plantes médicinales et lithiases urinaires

Le séchage doit étre rapide et dans un endroit bien aéré et a I’abri de la lumiere [10].

11 existe également d’autres procédés de séchage : les procédés mécaniques (presse, décantation
ou centrifugation), les procédés physico-chimiques (adsorption, absorption, réfrigération et séchage

par évaporation) [11].

Kémajou A, Mba L, Bagda A [12] ont évalué I’influence de la température de séchage sur les
principes actifs (alcaloides totaux) de la plante médicinale Alstonia boonei WILD, plante
antipaludéenne. Ils ont trouvé que la teneur en alcaloides totaux est diminuée progressivement en
fonction de la température de séchage des écorces (Figure 1). Cette diminution du rendement est en

moyenne de 0,00091% par degré Celsius.
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= 0.04 N d équation

£0.035 L y (%) = - 0.00091*x + 0.06928
v > 2 7

£ 003 AN R*=0.929

= N S

$0.025 N

7 N ~.

= ) =AY, -3

S 0.02 - i

20015 ™

g i, 2

- - - A ! A A A I

5 ol 30 35 40 45 50 55 60 65
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Figure 1. Rendement des extraits d’alcaloides totaux en
fonction de la température de séchage
1.4.2.1. Conservation

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le séchage a

I'air ou au four [9].

Les plantes séchées sont coupées grossierement et disposees dans des bocaux de verre ou dans des

sacs en papier, a I’abri de ’air et de la lumiére. Les boites en fer sont naturellement proscrites [10].

Les plantes séchées peuvent étre conservés pendant une année dans de bonnes conditions. Au-dela
de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et ’action thérapeutique disparait. C’est pourquoi

il faudra renouveler le stock de plants chaque année [10].
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Il existe également d'autres méthodes pour la conservation des propriétés médicinales des plantes
[9] telles que I’aspiration de I’humidité des plantes par un déshumidificateur ou la congélation dans

des sacs en plastique.
I. 5. Méthodes d’extraction des métabolites secondaires

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composé€s d’un organisme végétal
selon diverses techniques. Dans les domaines de la chimie des substances naturelles et de la chimie

thérapeutique, I’extraction des métabolites secondaires ciblent est une phase primordiale [13].

Le choix de la méthode d’extraction est basé sur des données préalables sur les caractéristiques
physicochimiques des métabolites a extraire. Mais, il est d’usage d’appliquer différentes procédés afin

de savoir le plus adéquat.
1.5.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui contient la
matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette opération est

d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un solvant [13].
1.5.1.1. Décoction

Les plantes sont versées dans ’eau froide et portées a €ébullition un temps plus ou moins long,
deux ou trois minutes pour les feuilles, les tiges et les fruits ; cing minutes ou plus pour les écorces et

les racines [14].
1.5.1.2. Infusion

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

végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes [15].
1.5.1.3.Macération

Le liquide de macération peut étre de 1’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 ou 12 heures) [14]. Les macérations a 1’eau ne doivent pas dépasser une douzaine heures

par risque d’oxydation et de fermentation du liquide [14].
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1.5.1.4. Extraction par soxhlet

Un extracteur soxhlet est une piece de verrerie utilisée pour extraire les molécules aromatiques de
la plante. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le tube adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’adducteur, faisant ainsi macérer les
résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans 1’extracteur jusqu’a atteindre le sommet
du tube siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances
extraites. Le solvant contenu dans le ballon s’enrichit progressivement en composés soluble. La taille
du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaire de realiser plusieurs extractions successives

pour récupérer une quantité suffisante d’extrait [16].
1.5.2. Extraction par distillation

Solon PIOCHON [17], il existe 3 différents procédés utilisant le principe de la distillation. Il
s’agit de I’hydro-distillation, I’hydro-diffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau. Dans notre travail,

on s’intéresse par seulement une methode : I’hydro-distillation.
1.5.2.1. Hydro-distillation

L’hydro-distillation est la méthode la plus employée pour 1’extraction des huiles essentielles. Le
principe de I’hydro-distillation consiste a immerger la matiére premiere dans un bain d’eau.
L’ensemble est porté a ébullition et I’opération est généralement conduite a pression atmosphérique.
Lors de la distillation des huiles essentielles, plusieurs phénoménes sont a la base d’échange de
matiere entre les phases solide, liquide et vapeur, d’ou I’influence d’un grand nombre de parameétre sur
la qualité et le rendement de la production [18]. Dans le cas ou ces structures sont superficielles, la
membrane externe ou la cuticule qui constituent les seules barriéres a la libération de 1’huile
essentielle, est vite rompue a ébullition, les composés volatiles sont aussitdt évaporés. Lorsque les
huiles essentielles sont sous-cutanées, Elles doivent d’abord diffuser a travers 1’épaisseur du tissu
végétal avant d’entrer en contact avec I’eau ou sa vapeur. Elles sont alors évaporées comme dans le cas
des secrétions superficielles. Ainsi durant la distillation, 1’eau bouillant pénétre dans les cellules
végétales et solubilise une partie de ’huile essentielle de I’appareil sécréteur interne. La solution
aqueuse chargée de composés terpéniques, diffuserait ensuite a travers une epaisseur de tissu, plus ou
moins dense, selon I’organe, vers la surface extérieure ou I’huile essentielle serait vaporisée et

entrainée sous forme d’azéotrope [16].
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1.5.2.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I’'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles. A la différence de
I’hydro distillation cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De
la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse le libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous
I’action de la chaleur pour former un mélange (eau+ huile essentielle). Le mélange est ensuite véhiculé
vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique.
L’absence de contact direct entre 1’eau et la mati¢re végétale. Puis entre 1’eau et les molécules
aromatiques évite certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de

I’huile [19].
1.6. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules indirectement
essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires (protéines, lipides et
glucides). Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins)
mais également, elles exercent une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur
environnement [20]. IIs participent ainsi, d’une maniére trés efficace, dans la tolérance des végétaux a
des stress variés : action anti-herbivore (menthe par exemple), inhibition des attaques pathogenes des
bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense contre la secheresse et lumiére UV. Mais
elles peuvent étre antinutritifs. Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors

stockés dans des vésicules spécifiques ou dans la vacuole [21].

D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que 1’on

retrouve chez les plantes médicinales [20].
1.6.1. Classification des meétabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés phénoliques, les
terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui

posseédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine [22].
1.6.1.1. Composés phénoliques (polyphénols)
1.6.1.1.1. Définition

Les polyphénols constituent un groupes largement distribué des substances dans le royaume des

végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante, ils
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résultent bio génétiqguement de deux voies synthétiques principales, la voie de shikimate et d’acétate
[23]. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un cycle aromatique
(benzoique) portant au moins un groupement hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction
chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) [24].

La structure de ces composés varie, des molécules simples (acides phénoliques simples) aux
molécules hautement polymérisées (tanins condensés). Ils participent a la pigmentation des fleurs, des
légumes et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc...), certains d’entre eux sont responsables

d’amertume et d’astringence [23].

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes (Tableau 1) : les acides phénoliques, les

flavonoides, Les tanins, Les stilbenes, Les lignanes et les coumarines [23].

Tableau 1. Structure des squelettes de polyphénols [25].

MNombre de B R Structure de
Squelette Classification Exemple
Carbones base
7 Ces—Ca Acides phénols Acide gallique || Yoo
8 Cs—C2 Acétophénones Gallacetophénone O -
Acide p-
s Cea—C Acide Hyd hényl Pt
2 ydroxyphenyl- e
phényacétigque i
acétigue
Acides Acide p- CaOe
o Ce—Cs3 _ -
hydroxycinamiques coumarigue
9 Cs—Cs Coumarines Esculitine | > g
10 Cs—Ca Naphthogquinone Juglone || ﬂI:]
P
13 Cs—C1—Cs Xanthones Mangiferine | CL,)\.-—
14 Ce—Ca—Cs Stulbénes Resveratrol | O*vc
15 Ce—C3—Ces Flavonoides Naringénine || O:‘J/C

1.6.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont I’une des classes de polyphénols les plus importants avec une abondance
assez marqué dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et autres
dérivés des plantes [26]. Ces molécules sont présentes dans toutes les cellules végétales vertes
participant au processus photosynthétique [27] et jouent ainsi un réle dans la régulation de I’expression
des génes, le métabolisme et la croissance [28].
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A I'heure actuelle, environ 4000 structures flavonoidiques ont été élucidées [29] présentant un
méme squelette de base carboné C6-C3-C6 et dérivant d’un composé parent, le 2-phényl chromane
(Figure 02 et 03) [30].

P -
23 ~?
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o & = ) >
7 :f//-" S C -~ :: N 5
r ﬂ J/‘ o
6\‘:‘_“\_/ g 3
5 4

Figure 2. Structure de base des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de leur degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, et du degré de polymeérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C, impliquant la présence des doubles liaisons C2-C3, du groupe 3-O et la
fonction 4-oxo [30, 26].

En se basant sur le squelette des flavonoides, ces derniers peuvent étre classés comme suit :

anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,flavanols,

isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurones (Figure 03) [28, 29].

/
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Figure 3. Structure générique des flavonoides [25]
1.6.1.1.3. Tannins

Les tannins représentent un groupe de substances phénoliques polymériques, ayant la capacité de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines [31]. Les tannins sont trouvés dans toutes les

differentes parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines [32].

Les tannins se divisent en deux groupes qui se différent de leur structure et de leur origine biologique.
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1.6.1.1.4. Tannins hydrolysables

Ce sont des oligo ou bien des poly-ester d’un sucre (généralement ¢’est un D-glucose) et d’un
nombre variable d’acide phénolique qui est 1’acide gallique (Figure 4) [34] dans le cas des

gallotannins, ou bien qui est I’acide ellagique (Figure 5) [35] dans le cas des ellagitannins [24, 33].

HO OH

cooxXx

Figure 4. Structure chimique de 1’acide gallique [34]

Figure 5. Structure chimique de 1’acide ellagique [35]
1.6.1.1.5. Tannins condensés

Ce sont des oligo ou bien des polymeres de flavane-3 ol dérivés de la catéchine ou des nombreux
isomeres [36], ce qui leurs donne une structure voisine a celle des flavonoides (Figure 6) [37],
contrairement aux tannins hydrolysables, les tannins condensés ne possédent pas de sucre dans leur

molécule [24].
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Ri Ra Class

OH H Proanthocyanidin
OH OH Prodelphinidin

H H Profisctinidin

H OH Prorobinetinidin

Figure 6. L’unité de base récurrente des tannins condensés [37]
1.6.1.1.6. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en particulier
sont repoussés en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les activités
antiallergiques, anti-artherogeniques, anti inflammatoires, hepatoprotectives, antimicrobiennes,
antivirales, antibactériennes, anti-carcinogéniques, anti-thrombotiques, cardioprotectives et
vasodilatoires [38, 39]. Aprés plusieurs études sur I’impact positif de la consommation des
polyphénols sur la santé ainsi que la prévention des différentes maladies, les industriels
commercialisent en ce moment des aliments enrichis en polyphénols. De plus leur activité
antioxydante empéche la peroxydation lipidique dans le but d’assurer une bonne conservation des
denrées alimentaires. Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques sont appliqués pour lutter

contre la production des radicaux libres qui peuvent endommager la beauté de la peau.

En phytothérapie les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux
flavonoides qu’aux autres polyphénols, donc chaque classe chimique est utilisée pour des béneéfices
spécifiques [40]. Les composés des flavonoides ont le pouvoir d’empécher les dommages oxydatifs
soitpar capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes [41], soit par chélation
des métaux (fer et cuivre), ou bien par I’inhibition des enzymesresponsables de la génération des
radicaux libres [42, 43].

En ce qui concerne les tannins, le pouvoir antioxydant est une propriété trésremarquable due a

leurs noyaux phénols et la présence des groupes di- ou trinydroxyles sur lecycle B et les groupes
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méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tannins catéchiqueschélatent les ions Cu2+qui catalysent

I’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages invitro [44].
1.6.1.2. Les alcaloides
1.6.1.2.1. Définition

Les alcaloides forment une grande famille de molécules chimiquement hétérogéne. Leurs
caractéristiques communes sont la présence d’au moins un atome d’azote et leur forte activité
biologique. L’atome d’azote accepte souvent un proton, ce qui leur confére un caractére légerement
basique en solution (d’ou leur nom d’alcaloide). Dans leur grande majorité, les alcaloides sont
hétérocycliques, bien que quelque composé azoté aliphatique (non cyclique) comme la mescaline et la
colchicine soient parfois classés dans les alcaloides. Globalement en a recensé quelque 10.000
alcaloides dans a peu prés 20 pour 100 des plantes a fleurs essentiellement des dicotylédones
herbacées [45].

1.6.1.2.2. Activités biologiques des alcaloides

Les alcaloides provoquent chez I'Homme diverses réponses physiologiques par ce qu’ils
interférent avec les neurotransmetteurs. A forts dose la plupart des alcaloides sont tres toxique par
contre a faible dose ils peuvent avoir une valeur thérapeutique. De la préhistoire jusqu’a nos jours, les
alcaloides ou des extraits qui en renferment ont été utilisés comme médicaments relaxants musculaires,

analgésique et tranquillisants [23].
1.6.1.3. Les terpénoides
1.6.1.3.1. Définition

Les terpeénes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une unité simple a cinq
atomes de carbone nommée isopréne. Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités
de base qui composent la chaine, ainsi que dans les divers modes d’assemblage. La formation de
structures cycliques, 1’addition de fonction comprenant de 1’oxygene et la conjugaison avec des sucres
ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures complexes [23]. Solon le nombre d’unités
isopréniques qui constituent les terpénoides on distingue les monoterpenes en C10, les sesquiterpénes
en C15, les diterpénes en C20, les triterpenes en C30, les tétraterpénes en C40 et les polyterpénes qui
comportent plus de 500 carbones. Les monoterpénes et les sesquiterpénes volatiles sont les principaux

composants des huiles essentielles (HE) [46].
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1.6.1.4. Huiles essentielles
1.6.1.4.1. Définition

Selon la pharmacopée frangaise (1965), les huiles essentielles (en d’autres nom, essences ou
huiles volatiles) sont des produits de composition généralement assez complexe renferment les
principes volatils contenu dans les végétaux. Les terpenes (principalement les monoterpenes)

représentent la majeure partie (environ 90%) des huiles [24, 47].
1.6.1.4.2. Activités biologiques des huiles essentielles

Depuis leur découverte, les HE possédent de nombreuses activités biologiques. Elles sont trés
utilisables dans de multiples domaines, alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques, elles ont une
large application en phytothérapie en tant qu’agents antimicrobiens, antioxydants, relaxants et
antispasmodiques [24] grace aux diverse propriétés, les plants aromatiques et leur essences trouvent
leur emploi dans multiples domaines, telles que le domaine alimentation, pour 1’assaisonnement,
coloration et la conservation des aliments ou des boissons, certaines sont aussi utilisées comme

suppléments diététiques [24].

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles, leur conférent une consommation importante
en parfumerie et en cosmétique [24]. Certaines des huiles essentielles peuvent avoir un intérét
médicinal en particuliers dans le domaine des antiseptiques externe mais qui majoritairement sont

surtout destinées a 1’aromatisation des formes médicamenteuses destinées a la voie orale [24].
|.7. Méthodes d’identification des métabolites secondaires végétaux

1.7.1. Méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes permettant de séparer les éléments d’un
extrait végétal en solution plus ou moins complexe. Le mélange & chromatographie entrainé par une
phase mobile circule au contact d’une phase stationnaire liquide ou solide. Des interactions physique
ou chimique s’établissent entre la phase stationnaire, qui posséde une tres grande surface de contact, et
les molécules a separer. Des échanges rapides et réversibles se produisent dont la force dépend de la
nature chimique des molécules a séparer. Celles—ci sont plus ou moins retenus selon I’importance de
leur interaction avec la phase stationnaire. Les molécules sont alors entrainées chimiquement, ce qui
permet leur séparation. Cette séparation peut étre effectuée dans un but analytique quantitatif ou

qualitatif ou dans un but préparatif [48].
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1.7.1.1. Chromatographie sur couche mince

La Chromatographie sur couche mince est une technique couramment utilisée pour séparer des

composants dans un but d'analyse (CCM analytique) ou de purification (CCM préparatrice).

Cette technique (CCM) repose principalement sur des phénomenes d'adsorption et d’interaction.
La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere plastique ou

d'aluminium.

Aprés que I'échantillon ait été dépose, les substances migrent essentiellement par capillarité. La
vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et,
d’autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent alternativement de la
phase stationnaire a la phase mobile. Généralement, en CCM, les substances de faible polarité migrent

plus rapidement que les composants polaires [49].

Le constant de migration caractéristique de chaque espéce chimique dans un systeme de phase
stationnaire /phase mobile donné est appelée facteur de rétention Rf (rapport entre la distance
parcourue par la tache et la distance parcourue par le front du solvant de puis la ligne de dépét) la
comparaison des Rf entre les taches d’extrait avec des témoins connus permet ’identification de la
nature des composés [48]. Dans la chromatographie préparatrice, La bande qui contient le produit

purifié est grattée, la silice est dissoute dans un solvant, puis filtré, le filtrat obtenu il est ainsi a 1’état

pur.
couvercle
-
%
Plaque > front de
solvant
-
=2 o
R
° ©
solvant

Figure 7. Développement chromatographique d’une plaque
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1.7.1.2. Chromatographie liquide a haute performance
Principe

La chromatographie liquide haute-performance (CLHP) est une puissante technique de séparation
utilisée pour I’identification, la quantification et/ou la purification (chromatographie semi-préparative
ou preparative) des composés dans un mélange. Ce dernier est mis en solution dans la phase mobile
(solvant) puis est injecté sous haute pression en téte de la colonne (tube en acier inoxydable contenant
la phase stationnaire) [50, 51]. Il existe plusieurs types de phases stationnaires mettant en jeu des
mécanismes de rétention variés les temps de rétention diminuent avec la polarité des analytes [52] et
peuvent étre ajustés en utilisant un gradient d’élution combinant I’eau et un solvant organique
(notamment le méthanol et 1’acétonitrile) comme phase mobile. Cette méthode détriment de la phase
normale du fait d’une meilleure reproductibilité des temps de rétention. Ceux-ci, spéecifiques de chaque
constituant, sont fortement dépendants de la nature de la phase stationnaire, de la composition de la

phase mobile et des conditions opératoires (débit, pression et température).

Les couplages CLHP/SM en utilisant un spectrométre de masse par désorption de champ dont les
multiples inconvénients — notamment ceux liés a la préparation de 1’échantillon — en ont restreint
’utilisation. L une des avancées majeures a €té le développement de 1’ionisation chimique directe avec
cette technique, 1’échantillon déposé sur un émetteur chauffé est placé directement dans le gaz

réactant. Les ions générés sont résorbés et accéléres jusqu’au spectrométre de masse.
1.7.1.3. Chromatographie en phase gazeuse
Principe

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique permettant de séparer et
d’identifier (technique couplés GC-MS) les composés d'un melange. Elle s'applique principalement
aux composeés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Dans la CPG
la phase mobile est gazeuse. Le mélange a analyser est vaporisé a I'entrée de la colonne. La phase
stationnaire dans la colonne peut étre solide ou liquide. Le mélange est transporté a travers celle-ci a
I'aide d'un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange se séparent et sortent de
la colonne les unes aprés les autres apres un certain intervalle de temps dépendant de I'affinité de la
phase stationnaire avec ces molécules. A la sortie de la colonne, les composés rencontrent un élément
essentiel qui est le détecteur. Il évalue en continu la quantité de chacun des constituants séparés au sein
du gaz porteur grace a la mesure de différentes propriétés physiques du mélange gazeux et envoie un

signal électronique vers un enregistreur [53].
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1.7.2. Spectrométrie d’infrarouge
Principe

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 et 400
cm entant qu’énergie de vibration moléculaire modifie a la fois les états de rotation et de vibration des

molécules [54].

La spectrométrie d’IR est basée sur 1’absorption ou la réflexion par 1’échantillon des radiations

électromagnétiques comprises entre 1 et 50 pm.

Dans le proche et moyen IR, I’absorption de la lumicre par la matiére a pour origine 1’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 1’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 (accord entre fréquence mécanique et

électromagnétique) [54].

I1. Composition phytochimique et effet d’une plante médicinale sur la

cristallisation lithiasique phosphorique

La formation d'un calcul est une succession d'étapes dont le déroulement dépend de plusieurs
facteurs tels que la sur saturation.

Dans les urines la pression et température peuvent étre considérées comme constantes, le
pH est le principal modificateur de la solubilité des substances qui y sont sensibles. Le rein produit
donc des urines sursaturées en plusieurs solutés cristallisables dont la concentration est supérieure au
produit de solubilité, c'est le cas de phosphocalcique. Ceci ne conduit pas nécessairement a la
formation des cristaux car les urines contiennent des substances qu'on appelle "inhibiteurs de
cristallisations" qui contrebalance I'action des promoteurs donc la formation de calculs apparait comme
une rupture d'équilibre permanente intermittente ou occasionnelle entre deux groupe de substances: les
promoteurs et les inhibiteurs de cristallisation. Les promoteurs les plus importants sont les ions

calcium, oxalate, phosphate et acide urique.
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La premiere conséquence de la rupture d'équilibre entre promoteurs et inhibiteurs est une
augmentation de la fréquence de la cristallisation, aisément constatée par lI'examen périodique des
urines du réveil des sujets lithiasiques récidivants. En plus des substances chimiques comme

inhibiteurs, il a aussi les inhibiteurs naturels (les plantes médicinales) qui font I'objet de notre étude.
11.1. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Cette technique permet I’analyse de composés en observant les nombres d’ondes des résonances
des différents atomes. Chacun ayant un nombre d’onde propre, la connaissance de ces nombres
d’ondes permet de déduire la nature du produit étudié. Pour cela, on balaye la gamme des nombres
d’ondes de 4000 2 400 cm™ et on observe I’intensité du signal transmis. Lorsque le nombre d’onde

émise correspond a celle d’un des oscillateurs, le signal est plus ou moins absorbé.

Le choix d'une technique d'analyse a mettre en ceuvre pour la caractérisation qualitative du principal

témoin de la maladie qui est le calcul est une caractérisation par spectrophotométrie IRTF.

11.2. Données spectroscopiques IRTF sur la lithiase phosphocalcique

Les phosphates de calcium englobent plusieurs familles de molécules dont les structures ne
sont pas toujours parfaitement définies. Cing constituants différents sont observés dans les calculs
urinaires : deux sont fréquents, 1’apatite et la struvite. La brushite est rare. Les deux autres

constituants sont exceptionnels : whitlokite et newberyite.

Les apatites ou phosphates de calcium basiques cristallisent dans le systéme hexagonal [55].
Les apatites, a 1’exception de la withlockite sont caractérisées par une bande large entre 3600 et
3100 cm™ correspondant a 1’absorption des groupements OH. La vibration de valence de I’ion
PO43, s’exprime sous la forme d’une large bande épaulée vers 1095 cm™ et pointé entre 1035 et

1025 cm®. Les apatites existent sous plusieurs formes cristallines.
11.2.1. La carbapatite

La carbapatite est caractérisée par la présence d’ions carbonates peu nombreux incorporés dans
le réseau cristallin. Elle trés souvent associée au phosphate amoniaco-magnésien. Ces est derniers
créent sur le spectre infrarouge 1’apparition de bandes supplémentaires a celles observées pour les
apatites simples : ce sont les nombres d’ondes de valence de 1’ion carbonate observables a : 1460 et

1419 cm™ [56].
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Carbapatite, référence
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Figure 8. La carbapatite

Tableau 2. Principales nombres d’ondes de vibrations de la carbapatite

Nom Formule Abréviation Pics caractéristiques (cm™)
minéralogique
Carbapatite CajpryMy CA F- 1039
APOs)sx F:603; f- 1460, 1419.
(OH)z+2¢(CO3)x

Pics observés (cm™)
3436f; 1654f; 1460f; 1419f; 1039TF; 603m; 568m.
Identification du constituant

v Valence asymétrique des PO/ a 1039%m™ forte, asymétrique a gauche, épaulée a
1100cm™.

v" Bandes symétriques faible de PO, a 960 cm™

v Valence carbonate 1460 et 1419 cm™!
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11.2.2. L’hydroxyapatite

L’hydroxyapatite est plus commun des phosphates de calcium. Il a la propriété importante de
précipiter rapidement a pH alcalin. Il existe peu de calculs purs d’apatites. Les apatites forment

plutot des masses granuleuses dans les calculs d’oxalate de calcium ou de la struvite [57].

L’hydroxyapatite est souvent un constituant minoritaire qui apparait sous forme de dépot

superficiel dans des calculs d’acide urique ou cystinique ou encore dans le nucleus de calculs

oxaliques [57].

Hydroxylapatite, Référence.
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Figure 9. Hydroxyapatite

Tableau 3. Principales nombres d’ondes de vibrations de 1’hydroxyapatite

Nom Formule Abréviation Pics caractéristiques (cm™)
minéralogigue
hvdroxvapatite CaMg(PO,):HPO,, AP TF: 1036 ; 1044

nH,0 M: 1092

Pics observés (cm™)
3572 £-1092m —-1044 TF -1036TF —962f —632m —600m —5365m
Identification du constituant

v

Valence asymétrique PO4* a 1033 forte et large, asvmétrique a gauche épaulée a 1100

cm!
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11.2.3. La withlockite

La withlockite appartient & la famille des apatites et cristallise dans le systeme hexagonale

[58]. C’est le phosphate tricalcique anhydre. Il proviendrait de la déshydratation in situ de

I’hydroxyapatite. Elle est peu fréquente sa structure est trés voisine de celle des apatites. Elle est

surtout connue par dédoublement & 1076 cm™ et 1027 cm™ [60].
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Figure 10. La Whitelockite

Tableau 4. Principales nombres d’ondes de vibrations de la withlockite

Nom

minéralogique

Formule

Abréviation

(cm™)

Pics caractéristiques

Withloclkite

Ca:Mg(PO4)HPO;

WK

Double pics
TF: 1076 et 1027.

Pics observés (cm™?)

3420f; 1662f; 1076F; 1027f; 992f; 606m; 558m.

Identification du constituant

v" Bande large bifide des PO a 1027 et 1076 cm™épaulée a 992 cm™
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11.2.4. Phosphate de calcium amorphe carbonaté (PACC)

Le phosphate de calcium amorphe carbonaté est un constituant friable. Il n’a pas une
signification particuliére chez les sujets sains. En revanche, chez les lithiasiques, c’est un indicateur
d’un risque de récidive. Il se distingue de la carbapatite sur les spectres IRTF par 1’absence d’une

bande fine & 600 cm™ [60].

PACC, réfdrence.
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Figure 11. Phosphate de calcium amorphe carbonaté (PACC)

Tableau 5. Principales nombres d’ondes de vibrations des bandes du PACC

Nom Formule Abréviation Pics caractéristiques
minéralogique (cm™)
Phosphate de Ca(PO4)(OH){(CO:).5 |PACC TF: 1068 cm™!
calcium amorphe H.O F- 1415 em™
carbonaté

Pics observés (cm™)
3405m; 1645m: 1415f; 1068TF; 880f: 562m.
Identification du constituant

v" Bande phosphate, arrondi, forte, asvmétrique, centrée sur 1068 cm™

v" Pas de bandes fines a 600 cm™.
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11.2.5. La struvite

La struvite est le phosphate ammoniaco-magnésien hexahydraté. Elle cristallise dans le systéeme
orthorhombique [61]. On ne I’observe jamais sous forme pure, mais elle s’associe dans les calculs
hétérogénes dont les plus fréquents sont constitués par des phosphates amoniaco-magneésien, de la
carbapatite et de I’oxalate de calcium. Dans les calculs mixtes comportant de la struvite, la carbapatite
est souvent le constituant majoritaire. Il est probable que d’autres facteurs importants interviennent

pour expliquer la prédominance de la struvite ou de la carbapatite selon les cous.

STRUVITE = phosphate ammeniaco-magnésien hexahydraté, référence.

1.04

1005
08
A
b
o 06
b
c oM
; 8
-
0.2 2350 %
0.0 : - . -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Weavonumbers
Figure 12. La Struvite
Tableau 6. Principales nombres d’ondes de vibrations de la struvite
Nom Formule Abréviation Pics caractéristigues
minéralogique (cm™)
Struvite MgNH,PO, 6H.O Str ou MAP TE- 1005 ;
m:2350 (plateau)
m - 1436

Pics observés (cm™)
2350m: 1638m:; 1436m: 1005TF; 764f: 572m.
Identification du constituant

v" Bande phosphate a2 1005 cm™, concave a gauche
v" Déformation de I'ion ammonium a 1436 cm™!

v" Plateau des molécules HO +ion NHs™ 3 2350 em™L
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11.2.5. Le phosphate octocalciquepentahydraté (O.C.P)

Le spectre de référence du phosphate octocalciquepentahydraté (O.C.P) est donné par la figure 13.

Q.C.P. (phosphate ﬂctacqlqhque pentahydraté), Référance.
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Figure 13. Phosphate octocalciquepentahydraté (O.C.P)

Tableau 7. Principales nombre d’ondes de vibrations de 1'0.C.P

Nom Formule Abréviation Pics  caractéristiques
minéralogique (cm)
Phosphate Cag(PO4)s(HPO,),, OCP TF: 1105 cm™
octocalcique 5H;0 m: 1027 cm™
pentahydraté m: 913 cm?!

Pics observés (cm™?)
3428F: 1640f: 1105F; 1027TE: 913TF; 5395m: 556m.
Identification du constituant

v Valence phosphate a 1027cm™, asvmétrique a gauche, épaulement a 1105 cm™

Page 24



Chapitre 11

Methodes et materiels




Chapitre 11 Méthodes et matériels

I.  Matériel végetal : mélange entre les tiges d’Acacia Horrida

Acacia horrida (L.) Willd (ou Gommier du Cap) est un arbuste ou arbre indigene dans la brousse
seche ou humide des zones tropicales a subtropicales de I'Afrique de I'Est [62] de la famille des
Mimosacée. Il est appelé communément Gommier du Cap et, au Maroc, talh roumi.

Il peut atteindre 4 a 6m de haut quand son développement est laissé libre. Il est trés communément
doté d'épines stipulaires de 9.5cm de longueur sur les tiges et les rameaux. Les feuilles sont bipennées,

de couleur vert pale, glauques, composeées, alternes, avec de nombreux folioles.

Les glomérules de fleurs jaunes groupées en courtes grappes donnent ensuite des gousses aplaties

et oblongues, contenant des graines de couleur noire [62, 63].

Figure 15. Matiére végeétale

I1. Caractérisation de ’extrait de la plante médicinale

1. 1. Analyse IR

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a été réalisée dans

I’intervalle 400 - 4000 cm-2, gréce a un spectrometre du type IR-Prestige 21 SHIMADZU.
Il. 2. Point de fusion

La prise du point de fusion du matériau au banc Kofler. Pour effectuer la mesure, on commence
par déposer une pointe de spatule de matériau sec et finement broyé a I'extrémité froide de la plaque.
On commence alors & déplacer le solide vers la zone chaude. Pour cela on utilise la pointe de la petite
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spatule fournie avec le banc. Il faut que le déplacement du solide soit assez lent pour laisser a
I'équilibre thermique entre le solide et la plaque le temps de s'établir. On repere la température de
fusion a l'apparition de la premiere goutte de liquide. On la reléve en déplacant horizontalement
le chariot jusqu'a ce que le curseur soit a la frontiére entre solide et liquide. La température de fusion
est alors indiquée par I’index mobile [64].

I1. 3. Screening phytochimique

Les techniques de détection utilisables pour un screening des substances actives doivent étre
rapides, simples, reproductibles et sensibles afin de ne mettre en ccuvre qu’une faible quantité de
maticre végétale la détection de quelques groupes chimiques. Elles n’ont d’ailleurs qu’une valeur

indicative, et une confirmation ultérieure par des méthodes plus précises et plus sélectives est
indispensable [65].
I1. 3.1. Détection des alcaloides

lg de 'organe végétal laissé en décoction dans 10ml d’eau distillée pendant 10 minutes. Le
maceré est filtré et testé avec quelques gouttes de réactif de MEYER et de WAGNER. Les alcaloides

forment avec un précipité blanc avec le réactif de MEYER, tandis qu’ils forment un précipité brun

avec le réactif de WAGNER [66].

Réactif de MEYER

Le réactif de MEYER est constitué de deux solutions

Solution A : 1,355¢g de chlorure de mercure dissoute dans 20ml d’eau distillée.
Solution B : 5g d’iodure de potassium dissoute dans 20ml d’eau distillée.

Réactif de WAGNER : c’est un mélange composé de 1.27g d’iode et 2g d’iodure de potassium

dissout dans 75ml d’eau distillée. Ce mélange est jaugé jusqu’a I’obtention de 100ml de la solution.

I1. 3.2. Détection des flavonoides leuco-anthocyanes

Une pesé de 5 a 10g de drogue fraiche, grossiérement broyée sont portés a 1’ébullition pendant 5
minutes dans 100ml d’eau. Apres refroidissement et filtration & 5ml du filtrat, on ajoute Sml d’alcool
chlorhydrique (5ml d’alcool éthylique a 95%, 2ml d’eau distillée, 2ml d’acide chlorhydrique HCI

32%), 0,5g environ de copeau de magnésium et quelques gouttes d’alcool iso amylique.
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L’apparition de la coloration rose, orange ou rouge dans la couche surnageant d’alcool iso
amylique indique la présence des flavonoides. La méme réaction effectuée sans ajoute de magnésium
et en chauffant pendant 2minutes au bain-marie permet la caractérisation de leuco anthocyane. Elle est

positive s’il y a apparition d’une coloration rouge [67, 68].

I1. 3.3. Détection des saponines

5g de mati¢re végétale grossierement broyée on fait une décoction dans 50ml d’eau pendant 15
minutes, on préleve dans un autre tube a essai 10ml de filtrat qu’on agite vigoureusement, on laisse
reposer le tube pendant 10 minutes, la persistance de mousse apres 10 minutes indique, la présence de

saponines dans 1’échantillon [67].

I1. 3.4. Détection des tannins

A 5ml du décocté précedant, on laisse tomber quelques gouttes de chlorure ferrique 1%.

L’apparition d’une coloration particuliére ou d’un précipité indique la présence de tanins dans la
drogue [69, 70].

I1. 3.5. Détection des anthraquinones libres

Extrait chloroformique : on ajoute une pese de 1g de poudre de la plante a 10ml de chloroforme.
On filtre apres chauffage du melange au bain marie pendant 3 minutes. On compléte a 10ml si

nécessaire. Le mélange est agité aprés I’introduction de Iml d’extrait chloroformique et 1ml de
NH;OH dilué.

Le virage de la couleur de la phase aqueuse au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres.

Il. 3.6. Test de protéine

Le nom de la méthode vient du fait que le ‘biuret’ est la plus petite molécule qui puisse réagir pour

ce test caractéristique.

Cette réaction caractérise la liaison peptidique ; elle s'applique donc a l'analyse qualitative des
protéines et des peptides (a condition que ces derniers comportant au moins quatre acides aminés afin

d'obtenir trois liaisons peptidiques).
Protocole :

A une solution peptidique, ajouter de I'nydroxyde de sodium (Na*, OH) et du sulfate de cuivre

(Cu?*, SO4%). Le test est positif lorsqu'une couleur violette (ou rose) apparait.
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Nous avons effectué un tube a essais témoin, il n'est composé que des réactifs : la solution de
soude (Na*, OH) & 0,113 mol/L et la solution de sulfate de cuivre (Cu®*, SO4%) & 1%.

I1. 4. Etude de la solubilité en fonction des solvants

La solubilité d’un composé peut étre définie de la fagon suivante : une quantité maximale (g ou

mol) de soluté dissous dans 1litre de solution saturée selon des conditions précises de température, de
la nature du solvant et du soluté.

Pour cela, on a procédé au mode opératoire suivant :

Prendre une masse du produit de 0,174g et I’introduire dans un volume de solvant égal a 5 ml, on
changeant a chaque fois le solvant ou les mélanges de solvants avec des différents pourcentages, sous

une agitation constante et a la température ambiante et voir le temps nécessaire pour une solubilité
totale.

Tableau 9. Les solvants organiques et les pourcentages de solvants utilisés en test de solubilité

Le solvant Cyclohexane/acétate Acétate d’éthyle/acétone Toluéne/acétate d’éthyle
d’éthyle
Le pourcentage 50/50 | 20/80 50/50 50/50 |  80/20
Dichloromethane/acétone Acétone Acétate d’éthyle
20/80 100% 100%
I11. Extraction

I11. 1. Extraction des composés phénoliques et des flavonoides

Les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des feuilles de cette plante par la

méthode préconisée en médecine traditionnelle (décoction) et par la méthode de soxhlet.

I11. 1.1. Décoction (figure 16)

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par KONKON [71] en y
apportant quelques modifications.

Le protocole de cette extraction est le suivant :
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On ajoute 10 gramme de la poudre de la plante & 200ml eau distillée. Le mélange est chauffé pendant

30 minutes. Apreés refroidissement, le mélange est filtré sur un papier filtre Wathmanl.

Figure 16. Décoction

I11. 1.2. Extraction au Soxhlet (figure 17)

La poudre de la plante 5g est introduite dans la cartouche en papier filtre, cette derniere sera
placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. En premier lieu, verser 150ml d’acétate d’éthyle
dans le ballon et porté a ébullition. Aprés une douzaine de siphonages, le solvant s’enrichi en
substances solubles. Le ballon contenant le résidu sec est pesé avant et aprés extraction afin de

J

déterminer le rendement [72]. r

Figure 17. Montage au soxhlet
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I11. 1.3. Evaporation (figure 18)

La solution obtenue a été évaporée a I’aide d’un évaporateur rotatif, ou rotavap qui permet a éliminé

le solvant sous vide.
Le principe du rotavapeur est basé sur la distillation du macérat sous vide.
Le mode d’emploi de cet appareil est le suivant [73] :

Placer le macérat a évaporer dans le ballon d’évaporation et mettre sous rotation. Quvrir le robinet
d’eau froide relier au réfrigérant et fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure

(vanne de fermeture) et faire le vide a I’intérieur de I’appareillage a 1’aide dune trompe a eau.

Si I’évaporation n’est pas assez rapide, plonger le ballon d’évaporation contenant le macérat a
évaporer dans le bain marie d’eau chaude et procéder a 1’évaporation jusqu’a disparition compléte du
solvant. En fin, Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a I’intérieur du
dispositif et Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et

faire le vide a I’intérieur de I’appareillage a I’aide d’une trompe a eau.

Figure 18. Evaporateur rotatif

Détermination du rendement

Le poids de D’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) [74].

Le rendement R en huile essentielle est déterminé par rapport a 100g de matiere végétale.
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-y masse d’extrait sec 100
0 — X
masse de la matiére végétale

I11. 2. Extraction des composés volatils et odorants
(Hydro-distillation) (figure 19 et 20)
Les composés volatils et odorants de cette plante ont été extraits par la méthode de I’hydro-
distillation.

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par KONKON [71] en y
apportant quelques modifications :

Réaliser le montage ci-dessous et placer, dans le ballon, 200mL d'eau déminéralisée et 12,69 de
clous de la plante préalablement broyés et mettre en fonction le réfrigérant en réglant le débit d'eau et
mettre le contenu du ballon a chauffer (ébullition douce). Apres que la distillation termine, recueillir
60mL de distillat. Celui-ci présente deux phases : Une phase huileuse, riche en huile essentielle et une
phase aqueuse formée a partir de I'eau issue de I'hydro-distillation.

Ces deux phases sont intimement mélangees car I'nuile essentielle et lI'eau ont des densités trés
voisines. Pour recueillir I'huile essentielle, il est nécessaire d'alourdir la phase aqueuse. Pour cela,
procéder a I’étape de relargage.

Pour cela, ajouter au distillat 30g de chlorure de sodium et agiter doucement jusqu'a dissolution
compléte du sel (tiédir la solution si nécessaire) et verser ensuite le distillat dans I'ampoule a décanter
et laisser décanter pendant une nuit. L'huile essentielle se rassemble a la surface. Au final, éliminer

lentement la phase aqueuse par le bas de I’ampoule.

\

Figure 19. Montage d’extraction par hydro-distillation Figure 20. Relargage
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I11. 3. Analyse des concretes par spectrophotometre UV-visible

Dans les composés, chaque fonction absorbe la lumicre a une longueur d’onde bien déterminée,
appartenant au domaine UV-visible. Dans notre des concrétes et confirmer ainsi la réussite de
I'extraction. Cette technique a été utilisée pour déterminer la présence de groupements fonctionnels
actifs soumis a un balayage en spectrophotométrie entre 220 et 800nm.

I11. 4. Mesure de L’indice de réfraction des concreétes
La mesure de I’indice de réfraction a €té faite par un réfractometre d’Abee de maque carl Zeiss
Principe

On place I’échantillon (en chimie liquides seulement) dont on veut déterminer I’indice de réfraction
sur un prisme organique, on mesure, en pratique, l'indice de réfraction des de verre d’indice trés élevé
et supérieur a celui mesuré, on illumine ce dernier par un éclairage diffus et on lit directement sur

I’appareil.

L’indice de réfraction du liquide étant inférieur a celui du verre du prisme, il existera dans le prisme

une zone totalement obscure.

Figure 21. Réfractométre
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IV. Etude de la cristallisation des phosphates

Nous avons adopté pour l'étude de la cristallisation des phosphates le modele classique, il
présente en plus de sa simplicité, une reproductibilité tres satisfaisante.

Ce modéle comporte I'étude de la cristallisation sans inhibiteur et avec inhibiteur afin d'apprécier
quantitativement I'effet du pouvoir d'inhibition de chaque substance chimique étudiée.

Mode opératoire

La précipitation de la phase solide des phosphates a partir de 1’urine artificielle a fait I’objet de
nos investigations a pH = 7. L’urine artificielle est préparée en mélangeant deux volumes égaux de
deux solutions A et B (Tableau 10). Le mélange des deux solutions donne 1’urine artificielle a un

pH = 7. Pour ajuster le pH, on proceéde a I’addition de HCI ou NaOH a la solution B.

Dans un premier temps, les deux solutions sont ramenées a 37°C dans un bain thermostaté, 80
ml de la solution A sont verses dans un Erlen Meyer sous agitation a une temperature constante de
37°C, puis 80ml de solution B sont versés dans le méme Erlen Meyer qui est ensuite couvert afin
d’éviter I’évaporation. L’agitation du mélange pour chaque expérience est maintenue constante

dans le but d’empécher la sédimentation.

L’évolution de la masse des cristaux est suivie par la pesé des filtrats a différents intervalles de

temps.

Aprés chaque temps de cristallisation, le volume entier du mélange est filtre, le précipité

récupéré, séché a I’air libre, ensuite soumis aux analyses infrarouges.

Tableau 10. Composition de I’urine artificielle

Composition de solution A composition de solution B
Composé Concentration (g/l) Composé Concentration (g/l)
Naz SO4.10H20 11.02 NaH; PO, . 2H,0 2.65
MgSO, .7H,0 1.46 NapHPO,4.12H,0 18.82
NH.CI 4.64 NaCl 13.05
Ca™ 0.24 NazCsHs07.2H,0 1.0
KCI 12.13 C2H504 0.05

Page 33



Chapitre 11 Méthodes et matériels

IV. 1. Inhibition de la cristallisation des phosphates de I’urine artificielle a

pH=7

Afin de mettre en évidence des inhibiteurs potentiels pour les phosphates d’une part, et
essayer de comprendre les mécanismes d’action de ces inhibiteurs sur les étapes de la cristallisation
des phosphates (nucléation, croissance, agrégation) d’autre part, nous avons testé des inhibiteurs
naturels, en ’occurrence, les plantes médicinales. La méme procédure que dans le cas sans
inhibiteur est suivie. Toutefois, Il faut ajouter des volumes correspondant aux concentrations
physiologiques & la solution B avant de mélanger les solutions (A et B) & 37°C. Les courbes
d’évolution de la masse des cristaux en fonction du temps obtenues sont du méme type que celles

sans inhibiteur.

Le modele de cristallisation des phosphates avec inhibiteur adopté dans notre travail est le
méme que sans inhibiteur. Nous avons déterminé la masse des cristaux en fonction du temps et en

présence de l'inhibiteur (plante médicinale) pour apprécier l'effet de ce dernier.

Une série d’expériences correspondant aux concentrations physiologiques de 4, 12, 20, 28 et
40mL en plante médicinale été réalisée afin de couvrir la plage d’excrétion physiologique. Cette

opération a été effectuée en ajoutant seulement des volumes des plantes médicinales a la solution B.

Le pH du mélange est ajusté au début de chaque expérience avec de I’acide chlorhydrique ou
la soude selon le besoin. A la fin de chaque manipulation, le pH est mesuré, car la cristallogenése

dans ces conditions dépend du pH.

Nous avons adopté une durée d’expérience de cent cinquante minutes pour un pH = 7. Le suivi
de la masse des cristaux par prélevement de 20mL, filtration, et la pesé du produit a été effectué a
des intervalles de temps de 15, 30, 60, 90,120 et 150 minutes.

A la fin des expériences, les précipités collectés sont soumis aux analyses IRTF pour

déterminer la structure des composants formés ou éventuellement disparus.
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Figure 22. Bain thermostaté
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