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Résumé

Agrimonia eupatoria L. est une plante reconnue pour ses utilisations traditionnelles en
médecine. En effet, grace a sa richesse en métabolites secondaires, elle posseéde diverse
propriétés pharmacologiques. Sur cette base, I’intérét de notre étude est I’optimisation de
I’extraction des polyphénols a partir des feuilles séchées d’4grimonia eupatoria L. Différents
extraits aqueux et éthanoliques de notre plante étudiée ont été obtenus par macération et la
technique de soxhlet (Ag-Mac, Eth-Mac, Hex-Sox, Eth-Sox et Ag- Sox). Des analyses
phytochimiques qualitatives basées sur les méthodes colorimétriques ont été réalisées, ainsi
que la détermination des teneurs en composés phénoliques tels que les phénols totaux, les
flavonoides totaux, les flavonols, les tanins condensés et hydrolysables. De plus, une analyse
spectroscopique a été également effectuée par FTIR-ATR afin d’identifier les groupements
fonctionnels présents dans les extraits obtenus. Les résultats de I’investigation phytochimique
quantitative ont mis en évidence une richesse diversifiée en composés phénoliques dans les
différents extraits etudie. En effet, les extraits éthanoliques ont révélés des teneurs elevees des
substances phénoliques, en particulier le macérat éthanolique (Eth-Mac) qui a enregistré les
valeurs maximales des composes analysées, de I’ordre de 96.3779 mg EAG/gMS pour les
polyphénols 2.3042 mg EQ/gMS pour les flavonoides, 0.0150 mg EQ/gMS pour les
flavonols, 8.3337 mg EC/g MS pour les tanins condenses et 20.2271 mg EAT/g MS pour les
tanins hydrolysables. L’analyse par spectroscopie FTIR-ATR a revelé la présence des
groupements fonctionnels caractéristiques des substances actives tels que les composés
phénoliques, les alcaloides, les composés aromatiques dérives phénolique, les monoterpénes
(pinéne) ainsi que des sesquiterpenes. Les données obtenues soulignent 1’importance
d’Agrimonia eupatoria L. comme une source de molécules bioactives tels que les
polyphénols, les flavonoides, et ouvre la voie pour une valorisation pharmacologique de cette

plante.

Mots clé: Agrimonia eupatoria L., extraction, analyses phytochimiques, composés
phénoliques, FTIR-ATR .



Abstract

Agrimonia eupatoria L. is a plant renowned for its traditional medicinal uses. Indeed, thanks
to its rich secondary metabolites, it possesses diverse pharmacological properties. On this
basis, the aim of our study is to optimize the extraction of polyphenols from dried Agrimonia
eupatoria L. leaves. Various aqueous and ethanolic extracts of our study plant were obtained
by maceration and the soxhlet technique (Ag-Mac, Eth-Mac, Hex-Sox, Eth-Sox and Ag- Sox).
Qualitative phytochemical analyses based on colorimetric methods were carried out, as well
as the determination of phenolic compounds such as total phenols, total flavonoids, flavonols,
condensed and hydrolyzable tannins. FTIR-ATR spectroscopic analysis was also carried out
to identify the functional groups present in the extracts obtained. The results of the
quantitative phytochemical investigation revealed a diverse richness of phenolic compounds
in the different extracts studied. Indeed, the ethanolic extracts revealed high levels of phenolic
substances, in particular the ethanolic macerate (Eth-Mac), which recorded maximum values
for the compounds analyzed, in the order 96.3779 mg GAE/gDM for polyphenols,2.3042
mgQE/gDM for flavonoids ,0.0150 mg QE/ gDM for flavonoles,8.3337 mg CE/gDM for
condensed tannins, and 20.2271 mg TAE/gDM for hydrolysable tannins. Analysis by
FTIR-ATR spectroscopy revealed the presence of functional groups characteristic of active
substances, such as phenolic compounds, alkaloids, aromatic compounds derived from
phenolics, monoterpenes (pinene) and sesquiterpenes. The data obtained underline the
importance of Agrimonia eupatoria L. as a source of bioactive molecules such as

polyphenols, flavonoids, and pave the way for the pharmacological valorization of this plant.

Keywords: Agrimonia eupatoria L., extraction, phytochemical analyses, phenolic compound,
FTIR-ATR.
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Depuis des millénaires, I'étre humain exploite différentes ressources de son environnement
pour traiter et guérir diverses maladies (Kinghorn et al .,2011) .Au cours des vingt derniéres
années, l'étude des composés bioactifs d’origine végétale s’est intensifiée, notamment a travers

le développement de la phytochimie, un champ de recherche en plein essor.

La phytochimie se définit comme une discipline scientifique qui s’intéresse a I’identification,
I’extraction, la purification et la caractérisation des composés chimiques naturels produits par les

plantes, appelés métabolites secondaires (Harborne, 1998)

En effet, les plantes médicinales sont connue comme une source trés riche en métabolites
secondaires, parmi ceux-ci on trouve les composés phénoliques, les terpénes, les stéroides et
les composés azotés et bien d’autres, chacune de ces classes renferme une treés grande
diversité de substances qui possédent une trés large gamme d'activités biologiques
(Hamed et al ., 2011).

Les composes phénoliques, également appelés polyphénols, sont largement répandus dans le
regne végétal et constituent la classe la plus abondante des métabolites secondaires chez les
plantes (Nawaz et al ., 2006). Ils sont reconnus pour leurs nombreux effets thérapeutiques
démontrés notamment des effets antibactérienes, antioxydants, anti-inflammatoires,

anti-cancerogeénes et d’autres récemment élucidés (Shon et al ., 2011).

C’est dans ce contexte, que nous nous sommes intéressé a la plante Agrimonia eupatoria L.,
qui fait partie de la famille des Rosaceae, traditionnellement utilisée pour ses propriétés
thérapeutiques variées (Ivanova et al., 2005). Elle est réputée pour ses effets astringents,
anti-inflammatoires et antimicrobiens, ce qui justifie son usage dans la pharmacopée
(Marghitas et al ., 2013).

Le but de notre étude est I’optimisation de I’extraction des polyphénols a partir des feuilles
sechées d’4grimonia eupatoria L., rapportée de université de Petcov Slovaquie ainsi que la
détermination des teneurs en composés phénoliques et I’identification de leurs groupements
fonctionnels par I’analyse spectrocopique FTIR-ATR (spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier avec Réflexion Totale Atténuée).

Notre travail est divisé en deux parties; dans la premiére, une étude bibliographique qui
regroupe trois chapitres; le premier a concerné la description et 1’origine de la plante
A.eupatoria. Le second s’est consacré a 1’étude des polyphénols, leur voies de biosynthese,
leur classification ainsi que leurs propriétés pharmacologiques. Le dernier a traité les
déférentes  méthodes  d’extraction avec leurs avantages et  inconvénients.

Concernant la deuxieme partie expérimentale, des analyses phytochimiques qualitatives par
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colorimétre ont été effectués ainsi que la détermination des teneurs de quelques composés
phénoliques (polyphénols totaux, flavonols, flavonoides, tanins condensés et hydrolysables)
dans les différents extraits d’Aigremoine étudiés. Des analyses par spectroscopie infrarouge
(FTIR-ATR) ont été également réalisées. De plus, les résultats de ces paramétres ont été
analysés statistiquement et ficelé par une discussion avec des travaux ultérieurs.
Une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude ainsi que des perspectives ont été

établies au dénouement de notre étude.
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I.1. Géniralités

Agrimonia eupatoria L. également connue sous le nom de (Aigremoine, Clocher,
d'épine-vinette ou d'hépatique, entre autres)est une plante herbacée vivace de la famille des
Rosacees, aux petites fleurs jaunes en forme d'étoile, au rhizome court et a la tige dure et
velue. Des écrits relatant les effets bénéfiques de I'aigremoine remontent aux 4e et 5e siecles ;
I'nerbe est également mentionnée dans [I'herbier du vieil anglais du 10e siécle
(Watkins et al., 2012; Cameron, 2006 ; Voights,1979).

Le nom Agrimonia pourrait trouver son origine dans le grec (agremone), qui fait référence a
des plantes censées guérir les cataractes de I'ceil. Le nom de l'espéce, eupatoria, fait référence
a Mithradates Eupator, roi du Pont, a qui I'on attribue I'introduction de nombreux remédes a
base de plantes (Al-Snafi , 2015).

En meédecine populaire, A.eupatoria a été largement utilisée sous forme d'infusion, de
décoction ou de teinture a partir des parties aériennes (feuilles et fleurs),principalement pour
ses proprietés antioxydants, anti-inflammatoires,  astringentes, hypotensives et
diurétiques.(Garcia-Oliveira et al., 2020).

Egalement utilisée pour traiter la diarrhée aigué et I'inflammation des muqueuses buccales et
pharyngées (lvanova et al .,2011). En outre, elle est appliquée en externe sur les Iésions
cutanées en tant qu'astringent léger et agent anti-inflammatoire (Granica et al ., 2013).

De plus , A. eupatoria est un ingrédient important dans de nombreux melanges de plantes
utilisés comme compléments alimentaires pour traiter les problemes suivants l'augmentation
de la production de bile, les calculs dans les voies biliaires et les douleurs de la vésicule
biliaire et du foie (Muruzovi¢ et al., 2016).

1.2. Classification

Agrimonia epatoria L.appartient a la famille des rosacées, elle est classé dans le régne

végetal selon le tableau suivant (Tab 01).

Tableau 01 : Taxonomie d’Agrimonia eupatoria L. (Pognatti ,1982)

Regne Plantes

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Agrimonia L

Espéce Agrimonia eupatoria L.



https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8603700/#b108-pr69_s555
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8603700/#b13-pr69_s555
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8603700/#b107-pr69_s555
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1.3. Description botanique

A. eupatoria présente des caractéristiques classiques c’est une plante herbacée vivace et
dressée, mesurant entre environ 50 cm et 150 cm de hauteur, avec quelques branches et une
tige cylindrique couverte de poils. Les feuilles pennées sont coriaces, dentées et recouvertes
de poils doux. Les fleurs, hermaphrodites, possedent cing pétales jaunes et sont disposées en
épis terminaux fins. La floraison a lieu de juin a septembre. Le fruit se développe vers le bas,
entouré de plusieurs rangées de soies souples en forme de crochets. (Santos et al.,2017 ;
Muruzovié¢ et al.,2016 ;lvanova et al.,2011) (Fig 01).

Figure 01 :A) Les fruits d’aigremoine B) Les feuilles d’aigremoine C) La plante aigremoine
(Jéssica et al .,2022 ;Tison et al.,2014)

1.4. Distribution géographique et habitat

Agrimonia eupatoria L. est présente principalement en Europe, avec une concentration
importante dans les pays d’Europe centrale et de I’Est, notamment en Allemagne, Pologne,
Slovaquie, Tchéquie et Ukraine. On la retrouve également dans des pays d’Europe de 1’Ouest

comme le, la France, I’Espagne et I’Italie, ainsi qu’en Finlande.
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En dehors de I’Europe, la plante est aussi signalée dans des régions d’Asie, comme I’Iran,
I’Inde, le Japon et le Vietnam , dans >Amérique du nord les Etats-Unis, ainsi que I’ Australie
(Kumar et al.,2011). (Fig02).

. Pays d'Europe

. Pays d' Asie
Australie

. Etats -Unis

Figure 02 : Répartition géographique d’Agrimonia eupatoria L.(kumar et al ., 2011).

L'habitat d 'A. eupatoria est constitué de prairies, de paturages et de plaines, ainsi que de
montagnes allant jusqu'a 1500 m d'altitude, on la trouve souvent dans tous les types de sol, en
particulier dans largile. La croissance peut étre observée dans des sols humides et
modérément secs. Cette espéce peut étre observée le long des pentes, des bords de route, et les
zones rocheuses.On la trouve également dans les prairies seches et les foréts arides

(Muruzovi¢ et al., 2016 ; lvanova et al., 2011).

1.5. Composition biochimique

1.5.1. Minéraux

L'aigremoine est relativement riche en silice (7,3-7,9 %), en potassium (12,882 pg/g) et en
sodium (37,2 pg/g) (Ema,2015 ; Bradley ,1992) (Tab02).

1.5.2. Vitamines

Agrimonia eupatoria L. contient une variété de vitamines: acide ascorbique (vitamine C)
(1004300 pg/g),thiamine (2 pg/g), vitamine k (Tab 02).
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1.5.3. Huiles essentielles
L'aigremoine contient des huiles volatiles (0,2 %) (Al-Snafi 2015 ; Feng et al., 2013).
Les huiles essentielles sont un mélange de terpenes hydrocarbonés, de sesquiterpénes,

de polyterpénes et de leurs dérivés oxygénés (Tab 02).

Tableau02 : Composes biochimiques d’A.eupatoria

Groupe de composés| Contenu en Exemples Références
pourcentage
Minéraux 7,3-7,5% Dioxyde de silicium (Bradely 1992)

potassium ,Silice (Al-Snafi 2015)

Vitamine C Thiamine

Vitamines N ( Feng et
Vitamine k al. 2013)
Cédrol a-Pinene
Huiles essentiles 0,2% a-Terpinéol (Al-Snafi
P 2015)

Acétate de bornyle

1.6. Composition phytochimique

1.6.1. Tanins
Agrimonia eupatoria L contient au moins 2 % de tanins. Trois a 21 % des tanins sont des
tanins  condensés, en  particulier des  proanthocyanidines  (procyanidineB3)
Les proanthocyanidines sont présentes principalement sous la forme de leuco-anthocyanines
bioconverties par hydrolyse acide en cyanidine (Cos et al.,2012 ;Correia et al., 2006)
(Tab 03).

1.6.2. Flavonoides

L'aigremoine comprend 1,2-1,4 % de flavonoides, qui sont des dérivés du phénylchrome.
Parmi ces composes, les plus importants d'un point de vue thérapeutique sont les flavanones
les flavones (apigénine, lutéoline), les flavonols (kaempférol, quercétine, myricétine, rutine)

et les isoflavanes (Kurkina 2011) (Tab 03).
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1.6.3. Acides phénoliques

Les acides phénoliques (2,26 %) sont les composes polyphénoliques non flavonoides les plus
répandus dans I’agrimoine, structurellement, ils sont divisés en dérivés de l'acide
hydroxybenzoique (acides benzoique, gallique, gentisique, , vanillique) et en dérivés de
l'acide cinnamique (acides férulique, caféique, coumarique) (Granica et al ., 2015,

Shabana et al ., 2003) (Tab03).

1.6.4 Triterpénoides

Les triterpénoides les plus abondants dans l'aigremoine comprennent l'acide urosolique
(0,6%) lacide euscapique, esters 28-B-D glucopyranosyl de l'acide euscapique, acide
ursolique (Le Men et Pourrat ,1955) (Tab 03).

Tableau03 : Composes phytochimiques de A.eupatoria

Groupe de | Pourcentage | Exemples Références
COMpPOsés

Proanthocyanidines (Correia et al.,2006. ;
Tanins (procyanidine Granica et al., 2015)

2% Leuco-anthocyane

Ellagitanins

Hyperoside Lutéoline (Kurkina,2011 ;
Flavonoides 1,2-1,4% Apigénine  Quercétine Lee et al,2010;

Kaempferol Shabana et al., 2003)

Acide ellagique

Acide-hydroxybenzoique | (Granica et al.,2015
Acides 2,26% Vanillique férulique ;Shabana et al.,2003).
phénoliques -Acide caféoylquinique (Al sanafi ,2015)

Acide cumarique
Triterpénoides 28-B-D glucopyranosyle | ( Le Men et Pourrat ,1955)

0,6% de acide euscapique
Acide ursolique
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I.7. Utilisations traditionnelles

Ses utilisations anciennes comprennent le traitement du catarrhe (inflammation des
muqueuses avec écoulement), des hémorragies, de la tuberculose et des maladies de la peau.
Il a été signalé comme étant utile dans les troubles de la vésicule biliaire. De nombreux autres
usages ont été rapportés, notamment comme colorant, ardme, gargarisme pour les artistes et
les orateurs, agent antitumoral, astringent, cardiotonique, coagulant, diurétique, sédatif,
antiasthmatique et pour les cors ou les verrues ( Bunney, 1984 ; Al-Sanafi,2015).

Elle était également utilisée comme anti-inflammatoire, cholagogue, hémostatique Iéger,
antibactérienne, pour les irritations et les infections du tractus intestinaux, les maladies de la
vésicule biliaire, I'hyperacidité, les coliques, les troubles urinaires (énurésie, incontinence),
le foie paresseux, les inflammations des muqueuses et en usage externe pour les ulcérations
(Khare , 2006 ;Natalia et al.,2021)

1.8. Effets thérapeutiques

1.8.1. Hépato protecteur

L’extrait d’A. eupatoria atténue les conséquences de la prise chronique d’alcool sur le taux
de Toll-like receptor 4 (TLR4), I’expression du facteur de différenciation myéloide-88
(MyDS88), de la synthase inducible par I’oxyde d’azote, la cyclooxygénase-2, I’expression de
I’ARNm, de la translocation nucléaire du Nfk B (nuclear factor-kappa B). A.eupatoria
semble donc protéger et améliorer les lésions hépatiques dues a I’alcoolisme chronique en

supprimant le stress oxydatif et I’inflammation (Yoon et al ., 2012).

1.8.2. Anti-inflammatoire

Un extrait hydro-alcoolique enrichit en polyphénols (flavan-3-ols, flavonols, flavones et
acides phénoliques) est testé face aux espéces réactives produites lors d’un phénomeéne
inflammatoire. 1l a été demontré une activité de scavenger et une potentielle capacité
d’antioxydant. Ceci suggere que les polyphénols extraits de I’aigremoine font partie du

mécanisme anti-inflammatoire de cette plante (Evance , 1996).

1.8.3. Cicatrisant

Une pommade préparée a partir d’un extrait éthanolique d’aigremoine présente une activité
cicatrisante chez le rat comparée a une pommade a base de fucidine et une autre a base
d’extrait aqueux de la méme plante. La cicatrisation fut compléte au bout de 10 jours avec
I’extrait éthanolique et apres 12 et 14 jours avec respectivement I’extrait aqueux et la fucidine.

Avec les rats témoins, la cicatrisation a été obtenue au bout de 16 jours (Ghaima ,2013).
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1.8.4. Hypotenseurs

Des extraits (10-20 %) de la partie souterraine d'Agrimonia eupatoria L. ont été administrés
par voie intraveineuse a des chats anesthésiés. Des doses comprises entre 0,25 et 1 ml/kg ont
eu un effet hypotenseur avec une diminution de plus de 40 % de la pression artérielle dans les
20 minutes suivant lI'administration (Petkov, 1979 ;paluch et al., 2020).

1.8.5. Immunomodulateur

L'activité ummunomodulatrice d'un extrait hydroéthanolique de la plante a été testée dans les
cavités péritonéales de souris. Ils ont produit une activité immunostimulante qui s'est traduite
par une augmentation de l'activité phagocytaire et des activités du lysozyme et de la
peroxydase (Bukovsky et Blanirik , 1994 ;kuczmannova et al .,2016)

1.8.6. Gastro-intestinal

Une preparation d'herbes composées contenant de l'aigremoine a été utilisée pour traiter 35
patients souffrant de gastroduodénite chronique. Aprés 25 jours de traitement, 75 % des
patients ont déclaré ne plus souffrir de douleurs, 95 % de symptomes dyspeptiques et 76 % de
douleurs palpitantes. La gastroscopie a montré que les érosions et les modifications

hémorragiques de la muqueuse avaient disparu ( Chakarski , 1982 ;Tadic et al.,2017).

1.8.7. Neuroprotecteur

L’extrait méthalonique d’4.eupatoria atténue de maniere significative le stress oxydatif induit
par le glutamate dans les cellules HT22 de I’hippocampe. Cet effet pourrait étre di aux
flavonoides tels que le kaempférol (E)-p-coumaroyl)-glucopyranoside (2"-acétyltiliroside),
qui ont montré une activité neuroprotectrice notable en réduisant la toxicité induite par le
glutamate (Hwang et al ., 2010). De plus, I’administration orale d’extrait d’A. eupatoria dans
un modele de neuropathie induite par le cisplatine chez le rat, a réduit significativement les
comportements liés a la douleur, surpassant méme ’effet du gabapentine , un médicament de
référence. Ces résultats suggeérent un potentiel analgésique et neuroprotecteur de la plante
(Lee et al ., 2016).

1.8.8. Antibactérienne

Une activité antibactérienne est remarquée contre Staphylococcus aureus et le streptocoque
alpha-hémolytique (Barnes et al ., 2007).Un extrait hydroalcoolique d’4. eupatoria montre
une inhibition de croissance d’Helicobacter pylori a une dilution de 1/25°. Ceci pourrait entrer

dans une alternative thérapeutique au traitement des gastrites a H. pylori (Cwikla, 2010).
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11.1.Définition

Les composes phénoliques (ou polyphénols) sont des métabolites secondaires naturels
ils n'ont été définis qu'au début des années 1980 pour décrire une classe de plusieurs milliers
de molécules biologiquement actives présentes dans les plantes, avec des structures trés
hétérogenes (Dawn et Deep ,2020). La structure de base de ces polyphénols est la présence
d'au moins un cycle aromatique (phénol) simple ou liés par un ou plusieurs groupes
hydroxyles (-OH), libres ou impliqués dans une autre fonction : éther, ester, hétérosid)
(Rasouli et al., 2017 ;Bertin, 2014).

Il s'agit d'une vaste classe de substances organiques cycliques trés diverses, largement
répandues dans le regne végétal, retrouvés dans les différents organes de plantes
(racines, tiges, feuilles, fruits et graines ) (Dawn et Deep, 2020).

Les composes phénoliques ont une grande importance physiologique et morphologique chez
les plantes, car ils jouent un réle important dans leur pigmentation, leur croissance, leur
reproduction et leurs mécanismes de défense contre les rayons UV auxquels ils sont exposés,
ainsi que contre les agents pathogenes (Hu et Luo, 2016).

La qualité et la quantité de polyphénols dans les plantes peuvent varier en fonction de
nombreux facteurs internes et externes différents, notamment le génotype de la plante, la
composition du sol, le niveau de maturité et aussi 1’état de la culture (Faller et Fialho, 2010).

11.2. Biosynthese des polyphénols

Les phénols des plantes sont synthétisés par deux voies principales

11.2.1. Voie du shikimate

Cette voie permet de convertir les monosaccharides issus du métabolisme primaires en acides
aminés aromatiques (phenylalanine et tyrosine) par desamination. Ces acides aminés
conduisent a la formation des acides cinnamiques et de leurs nombreux dérivés tels que les
acides benzoiques, les lignines et les coumarines (Bruneton, 1999) (Fig 03).

11.2.2. Voie acétate/malonate

La glycolyse et la B-oxydation conduisent a la formation d'acétyl-CoA, donnant le malonate.
C'est par cette voie que s'effectue la cyclisation des chaines de polycétones, obtenues par
condensation répétée des unités « Acétate », via la carboxylation de I'acétyl-CoA.

Cette réaction est catalysee par I'enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum , 2011) (Fig 03).
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Figure 03: Biosynthése des composés phénoligues (Akroum, 2011).

11.3. Classification des polyphénols
Les polyphénols sont classés selon le nombre de noyaux phénoliques qu'ils contiennent et

les éléments structuraux qui les relient (Kumar et al., 2018) (Fig 04).

OH

OH

Ou

Figure 04 : Structure du noyau phénolique (Albuquerque et al., 2013).
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11.3.1. Non-flavonoides

Cette classe contient plusieurs composes chimiques, notamment : les acides phénoliques,
les stilbénes hydroxylés, les coumarines, les lignines, et les xanthones.

11.3.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont parmi les formes les plus simples des composés phénoliques et
sont divisés en deux classes au sein de cette sous-famille : les dérivés de I'acide benzoique et
les dérivés de I'acide cinnamique .Les acides hydroxybenzoiques sont a la base de structures
complexes comme les tanins hydrolysables présents dans les mangues, et les fruits rouges
comme les fraises, les framboises ou encore les mdres ( Manach, et al.,2004).

L'acide hydroxycinnamique représente la classe des acides aromatiques (C6-C3), dérivés de
I'acide cinnamique (Teixeira et al., 2013),11 sont principalement composé de 1’acide caféique,

férulique, coumarique, ainsi que I'acide sinapique, (Singla et al., 2019) (Fig 05).

O OH

HO OH
OH

Figure 05 : Structure chimique des acides phénoliques (shahidi ,2003)
11.3.1.2. Les stilbénes
Les stilbénes sont des composés non flavonoides présents en faibles quantités dans

I'alimentation humaine. Parmi ces composés le resvératrol, qui est un agent anticancéreux

présent dans certaines plantes médicinales (Fleuriet et al ., 2005) (Fig 06).

X

O O

Figure 06 :Structure chimique de stilbénes (Manach et al.,2004)

12



Polyphénols

11.3.1.3. Les coumarines

Les coumarines sont des composés produits par la réaction de I'acide orthocoumarique avec le
lactose. Apres hydroxylation de ces coumarines sur le cycle aromatique, elles deviennent des
composés phénoliques de structures diverses, Il est généralement remplacé en C7 par un
hydroxyle (Lobstein , 2010). Ces composés ont une structure basique : la benzo-2-pyrone.
A ce jour, plus de 1 000 composés coumariniques ont été isolés, dont plus de 800 issus de
plantes et de micro-organismes. Ils sont capables d'empécher la peroxydation des lipides
membranaires et de capturer les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles
(Anderson et al ., 1996) (Fig 07).

OH

HO S

OH

FigureQ7: Structure chimique des coumarines ( Maky et al .,2021)
11.3.1.4. Les lignines

Dans de nombreux tissus végétaux, il existe un groupe de composeés organiques complexes
appelés lignine. Chez les plantes et les arbres, la lignine est particuliérement importante car
elle contribue a la formation de la paroi cellulaire (Popa et al., 2008) .Elles ont été identifiée
pour la premiere fois par un botaniste suisse nommé A P Candolle en 1813.La lignine est un
polymeére hétérogéne qui est obtenu a partir de quelques précurseurs de signaux qui sont
réticulés sous différentes formes (Singla et al., 2019). Il existe trois types de liaisons
croisées, obtenues a partir du phénylpropane et de Ces liaisons sont l'alcool coniférylique,

I'alcool sinapique et I'alcool paracoumarylique (Popa et al., 2008) (Fig 08) .
CHI-O ‘ CH1=COH
| 5= L CH1=COH
‘ COC " Hs

L) 5 |

Figure 08 : Structure chimique des lignines (Ralph et al.,2004).
13



Polyphénols

11.3.1.5. Les xanthones
Sont une famille de composés polyphénoliques isolés a partir des plantes supérieures et de

micro-organismes qui répondent a la structure de base (C6-C1-C6) (Muanda ,2010) (Fig 09).

O

O

Figure 09: Structure chimique des xanthones (Machmudah et al., 2015).

11.3.2. Les flavonoides
Constituent la plus grande classe des composés phénoliques. Maintenant plus de 4000

composés ont été identifiés, dont environ 50 % sont des polyphénols. Ces composés ont une

structure de base constituée de deux noyaux benzéniques A et B connectés a un noyau C qui

est un hétérocycle pyranique (Lobstein , 2010) (Fig10).

Figure 10: Structure chimique des flavonoides (Damian et al., 2016)

Les flavonoides sont classés en plusieurs sous-groupes ,dont les flavones (chrysine, apigénine,
baicalein), les flavonols (quercétine, kaempférol), les isoflavones (daidzéine, glycitéine),

les flavan-3-ols (gallocatéchine, catéchine, épicatéchine),flavanones hespérétine, naringénine
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(hespérétine, naringénine) et anthocyanidines (delphinidine,péonidine,cyanidine)

(Rasouli et al .,2017 ; Singla et al., 2019) (Fig 11).

L I ] Flavone
s 1
= T >
) b _
Flavonol _ o ’J :r:« ] f
Lalce [

Anthocwyanidin

Flavanone

O — O

s
S gl

/ Isoflavone

— g <
I Il |
— T oM

Flavan-32-ol

Figure 11 : Structures chimiques des flavonoides majeurs ( Nishiumi et al ., 2011).

11.3.3. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques aux structures diverses. lls sont largement

répandus dans les plantes, en particulier dans les graines, les fruits, les céréales et diverses

boissons. Le vin et le thé sont les principales sources de tanins dans I'alimentation humaine

(Pénicaud, 2009) ( Fig 12).

G-

HO

e P e

OH

OH

OH

Figurel?2 : Structure chimique des tanins (Anjum et ., al 2014)

En fonction de leur structure, les tanins peuvent étre divisés en deux groupes principaux

11.3.3.1. Tanins condensés

Proanthocyanidines sont formées principalement par la condensation d'unités structurelles

de flavan-3-ol (monoméres de catéchine),qui sont liées par des liaisons C-C (4-8 ou 4-6)

( Smeriglio et al., 2017) (Fig 13).
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11.3.3.2. Tanins hydrolysables

la structure chimique des tanins hydrolysables est composée d'un noyau polyol (D-glucose,
acide quinique, etc.), qui est relié a des acides phénoliques, tels que les acides galliques et les
acides ellagiques.Les gallotannins et les ellagitannins sont deux types principaux de tanins
hydrolysables, caractérises par l'unité structurelle des acides galliques et des acides ellagiques,

respectivement (Lang et al ., 2024). (Fig 13).

Figure 13: Tanins hydrolysables(a ) et condensés (b)( Prabhu et al.,2021)

Les classes des polyphénols sont récapitulées dans la figure suivant (Fig 14)

Tanins
hydrolysables

Acides
Hydroxycinnamiques

Les acides Les stilbenes Lignanes et Coumarines Xanthines Tanins

phénoliques simples lignines
Acides \/ x / Tanins
Hydroxybenzoiques | Les formes simples | | Les formes condensées I condensés

Les non flavonoides

Les polyphénols 9

1

Les flavonoides

Anthocyanes Flavanols Flavones Flavanes Flavanones Flavonols Flavononols Flavonones Isoflavonoides

Figureld : Schéma récapitulatif de classification des polyphénols (Macheix et al., 2005)
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11.4. Les activités biologiques des polyphénols

11.4.1. Neuro protectrice

Dans le cas des maladies chroniques héréditaires telles que la maladie de Parkinson, la
maladie d'Alzheimer, la maladie de Huntington et la démence, I'inflammation et le stress
oxydatif les polyphénoles jouent un rdle important dans la modulation des voix de
signalisation neuronale (Di Meo et al ., 2020). Les polyphénols renforcent l'activité des
enzymes de détoxification et d'anti oxydation, ainsi que la régulation de I'activité de I'oxygene
réactif. Ils inhibent également I'apoptose induite par le glutamate (Yang et al.,2020).

11.4.2. Gastro protectrice

Les polyphénols jouent un réle important dans la protection du systéeme digestif
Spécialement pour les cancers du systeme digestif. Leur effet préventif s'explique par un
mécanisme tres similaire a celui du pré biotique par leur capacité a identifier un type
specifique de microbes intestinaux (Ozdal et al., 2016).

Les flavonoides ont la propriété de renforcer le systeme de défense des muqueuses en
stimulant la sécrétion de mucus gastrique et piéger les espéces réactives de l'oxygene
(anions superoxydes) et les radicaux libres qui jouent un réle important dans les lésions
ulcéreuses et érosives du tractus gastro-intestinal (Borrelli et 1zzo, 2000).

Les tannins peuvent prévenir le développement d'ulceres grace a leurs effets précipitants et
Vasoconstricteurs. Leur action astringente aide a précipiter les protéines sur le site de l'ulcere,
formant une couche imperméable sur la muqueuse pour bloguer la sécrétion intestinale et

protéger la muqueuse sous-jacente des toxines et autres irritants (Panda et Khambat , 2014).

11.4.3. Anti inflammatoire

Plusieurs études montrent que les polyphénols et leurs métabolites fonctionnent également en
tant que modulateurs des voies de signalisation inflammatoires ,ils réduisent également les
signes d’inflammation et agissent sur plusieurs cibles moléculaires au centre des voies de
signalisation inflammatoires (Lenoir, 2011).

11.4.4. Anti oxydante

Les polyphénols sont des agents antioxydants tres puissants (Oszmianski et al ., 2007),
ils inhibent la production de radicaux libres, réduisant ainsi le taux d'oxydation en inhibant la
formation ou en désactivant les espéces actives et les précurseurs des radicaux libres.
Plus fréquemment, ils agissent comme capteurs de radicaux directs dans les réactions en

chaine de la peroxydation lipidique (briseurs de chaine) ( Pietta,2000).
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11.4.5. Anti cancéreuse

Une cellule cancéreuse est définie comme une unité de vie sujette a la prolifération, motivée
par I'histoire génétique de l'individu ou d'autres facteurs habituels ou environnementaux
(alimentation, mode de vie, pollution, radiations, et bien d'autres).Dans 35 % des cas de
cancer, les causes sont les habitudes et les modéles alimentaires (Ramos, 2008).

Etant donné que les substances phytochimiques telles que les polyphénols sont d'excellents
agents anticancéreux, apres avoir été étudiées pour leurs propriétés, elles pourraient étre
utilisees comme support pour le traitement du cancer grace a leur affinité pour les
macromolécules protéique (Valdu et al ., 2022).

Quelques exemples de composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés
dans le tableau suivant (Tab.04).

Tableau04:Activités biologiques des quelques polyphénols et leur bienfaits dans 1’organisme

Polyphénols

Activité biologique

Auteures

Acides phénols
(cinnamiques

et benzoiques)

Antibactériennes, antiulcéreuses,
antiparasitaires antifongiques,

antioxydants

(Gurbuz I etal.,2009 ;
Sannomiya Met al .,2005)
(Behl et al., 2020;

Rasouli et al., 2017,
Shahidi et Yeo, 2018)

Flavonoides

Anti tumorales, antiparasitaires,
, antibactériennes, anti carcinogenes,
anti-inflammatoires, analgésiques,

,antivirales, , antioxydants,

(Shon etal., 2004 ;
Wollgast et Anklam ,2000. )
(Ballard et Junior, 2019)

Pro anthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagene,
antioxydants, anti tumorales,

antifongiques et anti-inflammatoire

(Masquelier et al., 1979)
(Krga et Milenkovic , 2019)

Lignines Anti-inflammatoires, analgésiques (Kim et al., 2009)
Protectrices vasculaires, anti-

Coumarines inflammatoires, anti parasitaires (Smyth et al ., 2009)
analgésiques et anti cedémateuses

Anthocyanes Protectrices capillaire-veineux, anti (Bruneton , 1993)

oxydante
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Méthodes d’extraction

I11.1 Généralités

L’extraction est une technique de séparation en génie chimique, elle utilise un moyen
permettant de séparer sélectivement un ou plusieurs composés d’un mélange sur la base de
ses propriétés chimiques et/ou physiques. Le solvant d’extraction doit étre non ou peu
miscible avec les composants principaux du mélange alors que le composé a extraire doit
posséder plus d’affinité avec le solvant d’extraction qu’avec les composants principaux du
melange ,suivant la maniere et le moyen utilisé.

L'extraction par solvant des produits naturels est la méthode la plus répandue. Elle passe
premierement par la pénétration du solvant dans la matrice solide et la dissolution du soluté
dans les solvants ,Ensuit la diffusion du soluté hors de la matrice solide, et finalement
collecte des solutés extraits (Newman et Cragg ,2012). Tout facteur améliorant la diffusion et
la solubilité lors des étapes précédentes facilitera I'extraction. Les propriétés du solvant
d'extraction,la granulométrie des matieres premieres, le rapport solvant/solide,
la température et la durée d'extraction influencent l'efficacité de l'extraction. Le choix du
solvant est crucial pour l'extraction ( Du et al.,2011 )ceux dont la polarité est proche de celle
du soluté sont susceptibles d'étre plus performants et universels, tels que les alcools (EtOH et
MeOH .

Parmi Les méthodes d'extraction conventionnelles, en trouve la macération, décoction ,
I’hydrodistillation extraction par micro onde , par ultrasons et soxhlet (Zhang et al .,2018).
I11. 2. Méthodes d’extractions

I11.2.1. Macération

C’est une méthode traditionnelle, a ét¢ couramment employée. Elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température ambiante ou
a température élevée pour une durée déterminée. Elle est basée sur la solubilité des composés
bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une série de facteur incluant la
nature du mateériel végétal Bouchouk.(2016),la concentration en solutés de [I’échantillon,
la nature du solvant, la durée d’extraction.(Spingo et al .,2007)( Fig 15)

La macération est relativement peu colteuse et aussi la plus simple, elle est utilisable dans le
cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles et se déroule a température ambiante
ce qui est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules bioactifs qui sont sensibles aux
changements de température. En outre, une matrice peut subir plusieurs extractions
successives en utilisant des solvants de plus en plus polaires afin d’obtenir des mélanges

enrichis en molécules d’intérét( AL-bandak et oreopoulou, 2007).
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Cette technique a été optimisée, notamment, pour I’analyse des composés non volatils
(polyphénols, sucres) avec l'utilisation d'une quantité considérable de solvant

(Kok et al., 1987). Pour étre efficace, une macération a des temps d'extraction tres longs
(environ 4 & 10 jours), ceci peut présenter quelques inconvenients, en termes de fermentation,
ou de contamination bactérienne notamment si le solvant utilisé est I’eau

(Macleo et Troconis,1982)

papier-filtre

entonnoir —— K

ﬁ

— SUpport
Feuille

\ ) bécher — %
= ) g :

{ broyage Macération dans un filtration
dans un mortier Solvante et recueil du filtrat

Figure 15: Extraction par maceération (Spingo et al .,2007)

11.2.2. Décoction

La décoction est une excellente méthode pour extraire des composants hydrosolubles qui ne seront pas
endommagés par la chaleur. Cette méthode extraire des substances chimiques actives a l'aide d'eau
( Bohui et al.,2018) jusqu'a ce que le volume d'eau soit réduit de moitié. Elles se préparées en
brisant les parties de la plante en petits morceaux avant de les tremper dans une quantité d'eau
donnée dans un récipient en terre cuite . L'eau doit recouvrir les parties de la plante, puis le
récipient est recouvert et la préparation est portée a ébullition jusqu'a ce que le volume d'eau

soit réduit de moitié. La préparation bouillie est filtrée, refroidie et conservée au réfrigérateur.

Elle peut étre conservée 2 a 3 jours. ( Nafiu et al.,2017) (Fig 16)
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Filtration

p—,
Conservation

100°

Figure 16: Décoction d’une plante (Maria et al .,2023)

Cette méthode est assez violente et peut détruire certains composants organiques. elle n'est
pas considérée comme une technique sélective, ce qui signifie que I'extrait peut contenir une
grande variété de composes et d'impuretés solubles dans I'eau. Un autre inconvénient de la
décoction concerne les solvants. Comme la méthode implique I'ébullition, lextraction est
limitée aux solvants non volatils et non toxiques.

111.2.3.L’hydrodistillation

La distillation de I'eau, ou hydrodistillation a pression atmosphérique, est la méthode la plus
ancienne, la plus pratique et la plus répandue. L'hydrodistillation elle-méme est la méthode
standard pour l'extraction des huiles essentielle(Marié,2005),elle correspond a une distillation
hétérogene. Le procedé consiste a immerger la matiére végetale dans un bain-marie. Le tout
est ensuite porté a ébullition, généralement a pression atmosphérique. La température
d'ébullition d'un mélange est atteint lorsque la somme des pressions de vapeur de chacun des
constituants est égale a la pression d'évaporation. Il est donc inférieur a chacun des points
d'ébullition des substances pures. Ainsi, le mélange « eau + huile essentielle » distille a une

température inférieure a 100 °C a pression atmosphérique (Jluicita,2006)(Fig 18).
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[

I —»
) . C ]
1- Le Flacon Erlenmeyer 6- réfrigérant
2- l'eau + la plante 7- le support de refrigérant
3- chauffe-ballon 8- I'huile essentielle
4- la sortir de l'eau 9- l'eau aromatique

Figure 17: Extraction par I’hydro distillation (Marie ,2005).

Un plus grande valeur durendement est obtenue par hydrodistillation.Ce processus
Principalement présente des inconvenients dd a I'action de la vapeur ou de I'eau bouillant de
la vapeur ; Certains organes végétaux, notamment les fleurs, sont tres fragiles pour résister a
I'action de la vapeur ou de I'eau bouillante. (Marié,2005)

111.2.4. Micro-onde

Cette technique d“extraction consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale broyée
en présence d’un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour I’extraction
de composés polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les microondes
(hexane) pour D’extraction de composés apolaires. L’ensemble est chauffé sans jamais
atteindre 1’ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de
refroidissement (EL HAIB ,2011), les ondes électromagnétiques sont constituées de deux
champs oscillant perpendiculairement, a savoir : le champ électrique et le champ magnétique.

champ magnétique, que l'on peut également appeler micro-ondes. Ces ondes sont utilisées
comme vecteurs d'énergie ouvecteurs d'information. Ces ondes sont absorbées par le

matériau et converties en énergie thermique.
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Il s'agit de I'énergie des micro-ondes.est comprise entre 300 MHz et 300 GHz. Ces ondes sont
des rayonnements non ionisables (AnkitGupta et al ., 2019) (Fig 18)

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Décoction

Micro-Ondes s

Figure 18: montage d’extraction assistée par micro-onde (Smadja ,2009)

Le principal avantage de I’extraction par micro-ondes est que le temps d’extraction requis
pour ce processus est moins, le solvant requis est également moindre, le colt de I'équipement
est faible et la récupération du solvant est modérée elevé pour ce processus .

La principale limitation est qu’apres le processus, des restes de résidus solides subsistent dans
I’extracteur. Donc, un processus supplémentaire de centrifugation et de filtration est
nécessaire pour faciliter I’élimination des résidus solides. les solvants non polaires ne peuvent
pas étre utilises pour le traitement. De plus, les solvants volatils ne peuvent pas étre utilisés
pour ce processus car cela réduit I'efficacité du processus d'extraction par micro-ondes

(Patell et al .,2019).

111.2.5. Ultrasons(sonication)

Les ultrasons sont des ondes électromagnétiques dont les fréquences sont plus élevées que les
ondes sonores audibles par l'oreille humaine. La gamme des ultrasons utilisés est de 20 kHz a
2000 kHz (Machado et al ., 2019). Ce processus implique [l'utilisation d'ultrasons;
ces ultrasons augmentent la perméabilité de la cellule et produisent des cavitations Bien que
ce procédé soit utile dans de nombreux cas, comme I'extraction d'anthocyanes et

d'antioxydants,
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ainsi que dans le domaine de la nanotechnologie, il est également utile dans le domaine de
I'agriculture.(Fig 19)

Transducteur

= Amplificateur

=
=

Unité de

Mélange

Capteur de

Corne a ultrasons

Figure 19:extraction par ultrasons (Yogeshet al .,2024)

Les avantages de I'extraction par ultrasons comprennent I'augmentation du rendement de
I'extraction et impliquent également une cinétique plus rapide et réduction de la température
de fonctionnement permettant I'extraction de composeés. La technique d'extraction par
ultrasons est également efficace pour la récupération et la purification des ingrédients actifs .
L'un des inconvenients de cette procédure est I'effet détergent occasionnel mais connu de
I'énergie ultrasonore (plus de 20KHz). (Gupta et al .,2019)

111.2.7. Technique de Soxhlet

A été inventé en 1879 par Franz vonSoxhlet. Cet appareil a pour principale application en
chimie la dissolution d'espéces faiblement solubles dans des matrices solides. Il permet un
fonctionnement sans surveillance ni gestion tout en recyclant efficacement une petite quantité
de solvant pour dissoudre une plus grande quantité de matiére. La méthode Soxhlet est la
méthode la plus courante pour l'isolement de composés bioactifs a partir de plantes et la
principale référence pour évaluer les performances d'autres méthodes innovantes dans de
nombreuses études. Les solvants doivent respecter des propriétés appropriées tel que le
coefficient de distribution, la sélectivité (Banobailon et Santos ,2003).

Le schéma dessue d’un appareil Soxhlet est représenté sur (figure20)est compose d'un corps
en verre, dans lequel est placée une cartouche en papier-filtre épais (une matiere pénétrable
pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de distillation. Dans le montage, I'extracteur est
placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir

faire bouillir son contenu( Fig 20).
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Figure20 : extraction par soxhlet( Banobailon et Santos .,2003).

La cartouche contenant le solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au dessus duquel est
place un réfrigérant servant a liqueéfier les vapeurs du solvant. jusqu'a épuisement complet du
soluté dans la matiere premiere, d'ou sa grande efficacité Comme les échantillons sont
conserves a haute température pendant une période relativement longue, il y a un risque de
destruction de la matiére premiere. Et la destruction de certains composés thermolabiles, avec
la consommation d'une grande quantité de solvant. Cette technique est limitée en termes de
choix du solvant, avec la difficulté d'utiliser des mélanges de solvants (Penchev,2010). On
constate que les solvants jouent un réle trés important dans de nombreuses méthodes
d'extraction (Banobailon et Santos., 2003).

I1 existe plusieurs avantage de 1’utilisation appareil soxhlet ; Le déplacement de 1’équilibre de
transfert en mettant a plusieurs reprises les solvant frais en contact avec la matrice solide. Le
maintien d’une température relativement élevé d’extraction avec la chaleurdu ballon a
distiller. Aucune ne nécessite de filtration aprés I’extraction. En outre, la méthode de soxhlet
est tres simple et bon marché .Parmi ses inconvénients on a Le temps d’extraction est long et
une grande quantité de solvant est nécessaire. Penchev,2010). Il est impossible d’accélérer le
processus par agitation. La grande quantité de solvant utilisée exige une étape d’évaporation
concentration, La possibilité de dégradation thermique des composés cible ne peut étre ignoré
VU que D’extraction s’opére habituellement au point d’ébullition du solvant pendant un temps
assez long La grande quantité de solvant ainsi que la longue durée de 1’opération
(Wolff ,1968) .
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Matériels et Méthodes

L’étude expérimentale a été réalisé au niveau de laboratoire de « pharmacognosie et

Api-phytothérapie » Université Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem

IV.1. Matériel végetal
Notre étude a été portée sur les feuilles de la plante Agrimonia eupatoria L. de la famille des
Rosacees. La plante a été cultivée, sans I’utilisation de pesticide ou d’énergie industriel, sur

un terrain de université de PRESOV située dans la région de Presov en Slovaquie (Fig 21).

A

Figure21:a)photo du conditionnement scellé¢ d’aigremoine B) Les feuilles séchées d’aigremoine

1V.2. Méthodes d’extraction

IV.2.1. Extraction par macération

L’échantillon a fait objet d’une extraction par macération avec deux solvants (eau distillée et
Ethanol 96°) afin d’obtenir deux extraits aqueux et hydro éthanolique.

1VV.2.1.1.Extraction hydro éthanolique

Cette méthodes consiste a macérer 5g de feuilles d’aigrimoine dans 100 ml d’un mélange
hydro éthanolique (Ethanol 96°/eau distillée) (70/30 : v/v) ; sous agitation orbitale continue
pendant 24 heures a 1’abri de la lumiére et a température ambiante. Par la suite, les extraits
obtenus ont subi une filtration en utilisant un papier filtre (wattman N°04). L’extrait
éthanolique a été concentré par évaporation rotative a 40°, Ainsi le filtrat a été conservé
dans I’obscurité a -16°C. (Do et al.,2014) (Fig .23).

1V.2.1.2.Extraction aqueuse

Cing gramme de I’échantillon végétale étudié sont ajoutés a 100 ml d’eau distillée.

Le mélange est agité pendant 24 heures a I’abri de la lumiére a température ambiante.
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Par la suit, I’extrait obtenu a subi une filtration en utilisant un papier filtre
(wattman N°04). Ainsi le filtrat a été conservé dans [I’obscurit¢ a -16°C
(Azwanida et al., 2015) (Fig 22).

Les feuilles 4’ Agrimonia eupatoria L.

Extraction a 5%

Hydro éthanolique Agueuse

" Macération pendant 24
heures sous agitation
orbitale continu a
température ambiante

Filtration avec papier
wattman N04°

I
( \

‘ Filtrat ‘ : Filtrat .

Evaporation a 40° G

Extrait Conservation a

hvdro éthanoliaue -> -16°C <

Extrait agueux

Figure 22: Schéma récapitulatif de 1’extraction par macération
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1V.2.2.Extraction par la technique de soxhlet
L’échantillon a subi une extraction a 5 % effectuée par un extracteur Soxhlet en utilisant

trois solvants a polarité croissante : hexane (Hex), hydroéthanolique 70% (Eth) et eau (AQ).
Avec 2 cycles pour chacun. Par la suite, les deux extraits hexane, et éthanolique ont été

concentré par évaporation rotative a 40°C (Chaouche et al., 2015) (Fig23).

Matériels et Méthodes
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Figure 23: Schéma récapitulatif de 1’extraction par soxhlet
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Une partie des extraites obtenus a été lyophilisée grace a un lyophilisateur pour étre
utilisée dans les analyses spectroscopique par FTIR -ATR (Fig24).

Figure 24 : Lyophilisateur ( Alpha 1_2 Ls Cbasic).

IVV.3. Analyses phyhtochimiques

IV.3.1. Analyses qualitatives (screening phytochimique)

1V.3.1.1. Polyphénols

Le teste de chlorure de fer permet la détection des composés phénoliques présents dans
I’extrait étudié .1l consiste & mélanger 1 ml d’extrait avec 1 ml d’acide chlorhydrique (HCL)
a 2%, puis ajouté quelque gouttes de(Fecl3) a 3%.Une coloration verdatre indique la présence
des polyphénols (Nguessan et al., 2009).

1VV.3.1.2. Flavonoides
Un millilitre d’acétate de plomb a 10% est ajouté a 1 ml d’extrait. Un précipité jaune indique
la présence des flavonoides (Bhandary et al., 2012).

1VV.3.1.3. Flavonols

La détection des flavonols a été réalisée selon le test de Shenoda ,dans un tube a essai
mélange 1 ml d’extrait avec 5 ml d’éthanol chlorhydrique (2 :1,v/v).Par la suite ajouter 2 a 3
copeaux de magnésium métalliqgue (Mg) ainsi que quelques gouttes d’alcool isoamylique
(C5H120) 0.05% . L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des flavones,
rose les flavonols et violet les flavanones (Paul, 2012).
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1VV.3.1.4. Tanins

Deux méthodes ont été retenues

a) Mélanger 1 ml de chaque extrait, avec 1 ml de solution de Fecl3 a (3%). L’apparition
d’une coloration verdatre indique la présence des tanins catéchiques. L’apparition d’une
coloration bleue noir indique la présence des tanins gallique (Diallo, 2005).

b) Selon le teste de stiasny mélanger 10 ml d’extrait avec 5 ml de réactif de stiasny
(10 ml de formol et 5 ml de HCL). suivi d’un chauffage au bain marié a 90°C pendant
15 minutes. La présence d’un précipité rouge indique la présence des tanins catéchiques.
Suivie d’une neutralisation du surnageant avec 1’hydroxyde de sodium (NaOH) et quelques
gouttes de Fecl3. L’apparition d’une coloration bleu noiratre confirme la présence des tanins
galliques (Diallo, 2005).

IV.3.2. Analyses quantitatives

IVV.3.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été réalisée selon la méthode décrite par
Slinkard et Singleton. (1977) .

Principe

La méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungsyique-
phosphomolybdique de réactif de Folin par les groupements oxydables des composés
phénoliques, conduisant a la formation de produit de réduction molybdene-tungsténe de
couleur bleue qui absorbe la lumiére a 760nm dont I’intensité de la couleur est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

Mode opératoire

Vingt microlitre de chaque extrait sont introduits dans les tubes a essai, et ajouté 680ul d’eau
distillé. Ensuite, 400 pul de réactif Folin-Ciocalteu a 0,5 N (10%) et 400 pul de solution de
carbonate de sodium (10%) ont été additionnés au mélange, le tout est agité par un vortex .

Le mélange obtenu est laissé incubée dans l'obscurité a température ambiante pendant
120 minutes. (Slinkard et Singleton ,1977).

L’absorbance est mesuré a 760 nm contre le blanc a I’aide d’un spectrophotométre UV
(uv Line 9400) .

Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont exprimées en milligramme équivalent

acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g MS).
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1V.3.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides

Le dosage est réalise selon la  méthode colorimétrique  décrite  par
Fukumoto et Mazza . (2000). 250ul de chaque extrait est mélangé avec 2.15ml de solvant
d’extraction puis 100 pl de solution de nitrate d’aluminium a (10%) et 100 ul d’acétate
d’ammonium sont ajoutés. Le mélange est agité et incuber 40 min a la température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 415nm contre un blanc + (pour la réaction), blanc-. (Pour
I’extrait).Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent quercétine par cent

gramme de la matiére végétale seche ( mg EQ/100g MS).

IV.3.2..3.Détermination de la teneur en flavonols

La teneur en flavonols a été déterminée selon la méthode de Jimoh et al. (2010 ) avec
quelques modifications mineures.

Mode opératoire

Mélange 1ml d’extrait avec ImL de trichlorure d’aluminium hydraté (AlCl3-6H,0)
a (1 mg/ml) et 1,5 ml (50 g/L) d’acétate de sodium (C,HzNaO,).L’absorbance a été
enregistrée a 440 nm aprés 15 minutes d’incubation a la température ambiante.

La teneur en flavonols a été exprimée en mg d’équivalents de quercétine (QE) par cent

gramme d’extrait (mg QE/100g MS).

1V.3.2.4. Détermination de la teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été determinée par la méthode de vanilline décrite par
Julkunen-Titto . (1985).

Principe

Dans cette méthode les tanins condensés se dépolymérisent en présence d’acide concentré
(HCL) , et se transforment en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline
Mode opératoire

Une prise de 50 uL d’extrait est ajoutée a 750 ul de vanilline a 4% et 375 pl d’acide
chlorhydrique concentré (HCL) est additionnés par la suite. Apres une homogeneisation, le
mélange est mis en incubation a température ambiante pendant 20min. L’absorbance est
mesurée contre un blanc a 550 nm.

Le teneur en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine
sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere seche
(mg EC/ g MS).
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1V.3.2.5. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables

La teneur en tanin hydrolysable des extraits étudiés a été déterminée selon la méthode de
Bossu et al. (2006).

Principe

La réaction entre I’iodate de potassium (KIO3) et les tanins hydrolysable est un processus
d’oxydoréduction. KIO; agit comme un oxydant et réagit avec les groupes phénoliques des
tanins hydrolysables, la réduction le KIO3 en I, (iode moléculaire), forme un complexe coloré
rose visible (Makkar ., 2003).

Mode opératoire

Un volume de 1 ml des extraites est ajouté a 5ml d’une solution aqueuse de KIO3 (2,5%).
L'absorbance a été mesurée a 550 nm apres une incubation de 4 mn a tempeérature ambiante
La concentration des tannins hydrolysables est exprimée en milligramme d’équivalent

d’acide Tannique par gramme de matiére végétale seche a partir de la courbe d’étalonnage.

IVV.4. Analyse spectroscopie a infrarouge (FTIR -ATR)

IV.4.1.Principe

La spectroscopie FTIR-ATR (Spectroscopie Infrarouge transformé de fourier Réflexion
Totale Atténuée) est une technique d’analyse permettant d’identifier les liaisons chimiques
présentes dans un échantillon en mesurant 1’absorption de la lumiére infrarouge. Le faisceau
infrarouge traverse un cristal ATR (en diamant) il subit des réflexions internes totales.

A chaque réflexion une onde localisée est produite, puis elle pénétre légérement dans
I’échantillon en contact avec le cristal. Cette onde interagit avec les vibrations moléculaires,
entrainant une absorption spécifiqgue a certaines longueurs d’onde. Le spectroscopie
infrarouge étudie 1’absorbance du rayonnement électromagnétique par 1’échantillon en
mesurant ce qui a été transmis, pour produire un spectre caractéristique de la composition
chimique de I’échantillon étudié¢ (Pavia et al ., 2015).

La technique FTIR_ ATR présente plusieurs avantages, notamment I’absence de préparation
d’échantillon et la possibilité d’analyser directement des solides, des liquides ou des pates de

maniere rapide et non destructive (Smith et al ., 1998 ) (Fig. 25)
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Figure 25: Spectroscopie infrarouge (FTIR-ATR) Jasco PS-4000.
IV.4.2. Protocole opératoire de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FTIR)

Une fine couche d’échantillon (environ 0,05 mg d’extraits lyophilisés) est déposée sur une

surface adaptée, telle qu’une fenétre en cristal de sel ou en bromure de potassium (KBr), en
veillant & un positionnement adéquat. Les parameétres d’acquisition sont ensuite définis
(résolution spectrale, plage de longueurs d’onde, nombre de scans, etc.) avant de lancer la
mesure. Les spectres d’absorption dans 1’infrarouge sont alors enregistrés.

Cette opération est répétée pour chacun des cing extraits (Ag-Mac, Eth- Mac, Eth Sox ,
Ag Sox, Hex sox). Apres chaque analyse, le cristal ATR est soigneusement nettoyé a
I’éthanol, puis essuyé a 1’aide d’une lingette non abrasive afin d’éviter toute contamination
croisee.

Les données recueillies sont ensuite converties en spectres FTIR ATR par transformation de
Fourier. Ces spectres sont analysés pour identifier les bandes d’absorption caractéristiques des
vibrations moléculaires des composeés présents dans les extraits (Tan et al ., 2018).

Par la suite , les spectres obtenus sont comparés a des bases de données spectrales ou a des
références connues afin d’ identifié les constituants chimiques Présents dans 1’échantillon
étudié (Agrimonia eupatoria L).

Enfin, les données FTIR-ATR sont interprétées a partir des informations connues sur la
composition chimique d’Aigremoine. L'étape finale consiste a identifier les groupes

fonctionnels caractéristiques.

IVV.5. Analyses statistiques
Les résultats obtenus ont été exprimés en moyenne + standard de déviation (SD). Les analyses

statistiques ont eté effectuées par le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences). Les données ont été analysées par comparaison des variances (ANOVA a un

facteur). Les P < 0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs.
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Chapitre V

Reésultats et discussions




Résultats

V.1.Analyses phytochimiques qualitatives (screening phytochimique)

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains métabolites secondaires, nous
avons réalisé des tests physico-chimiques qualitatifs spécifiques fondés sur des réactions de
coloration et de précipitation dans les extraits éthanolique et aqueux obtenus par macération
(Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) et ceux obtenus par la technique de Soxhlet (Eth-Sox,Aq-
Sox respectivement)de la plante A.eupatoria.

Les résultats indiqués sur la figure et le tableau ci-dessous (Fig26, Tab05) ont montrés
globalement la trés forte a forte présence des polyphénols totaux, les flavonoides totaux, ainsi
que les flavonols dans tous les extraits d’Agrimonia eupatoriaL. (Eth-Mac, Ag-Mac, Eth-Sox,
AQ-Sox).

Concernant les tanins, les deux tests effectués (FeCls et le réactif de Stiasny) ont révélé la trés
forte présence (+++) des tanins catéchiques qui s’était traduite par une coloration verdatre
avec le FeCI3 (3%) et un précipité rouge avec les réactif de Stiasny. Quant aux tanins
hydrolysables, ils s’étaient manifestés par une forte présence (++) avec le chlorure de fer pour
tous les extraits analysés.Alors que la neutralisation par le NaOH du surnageant résultant de la

réaction précédente a engendré un résultat positif qu’avec 1’extrait éthanolique par macération

(Eth-Mac) d’A eupatoria.

W’ﬂ“
ﬁig ;g

Figure26 : Analyses phytochimiques qualitatives pour les extraits (A) Ethanolique
etAqueux obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) et (B) ceux obtenus
par la technique de Soxhlet (Eth-Sox,Aq -Sox respectivement)de la planteA.eupatoria.
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Tableau 05: Résultats des tests d’analyses phytochimiques qualitatives pour les extraits
éthanolique etaqueux obtenus par maceération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) et ceux
obtenus par la technique de Soxhlet (Eth-Sox,Aq -Sox respectivement)de la plante

A.eupatoria.

Les extraits Polyphénols
totaux

Eth-Mac +++

Ag-Mac +++
EthSox +++
AQg-Sox +++

observat Couleur
ion Verdatre

Flavonoides Flavonols Tanins

totaux
(fecl3)

catéchiques

+++ +++ +++
+++ +++ +++
+++ +++ +++

++ ++ +++

Précipit¢ =~ Couleur  Verdatre
jaune rose

Tanins
(fecl3)

hydrolysables

++

++

++

++

noiratre

(+++) : Tres forte présence, (++) : Forte présence, (-) : Absence

V.2.Analyses phytochimiques quantitatives

11.2.1.Détermination de la teneur en phénols totaux

Tanins
(Stiasny)

Catéchiques

+++

+++

+++

+++

précipité
rouge

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique obtenue est illustrée sur la figure27.

Tanins
(stiasny)

Hydrolysabl
es

++

Surnage
ant
Bleu-
noiratre

L'équation linéaire de régression utilisée est y=1,6151x-0,0103, avec un coefficient de
déterminationdeR?=0,995.

1.8 ~
1.6 A
1.4 4
1.2 4

1 4
0.8 A
0.6 A1
0.4 A
0.2 A

0

Absorbance

R?=10,995

o’
.
o
.
o
.
.
.
.
.
.
.
.
o

®
.
P
o
o
.
o
.
o
.
o®
.
.

0
.

o°*
P
o

0.2 0.4 0.6

0.8 1

Concentration de I'acide gallique (mg/ml)

1.2

35

Figure 27: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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La teneur en phénols totaux de I’extrait Eth-Sox a révélé une forte concentration de ’ordre de
105,788,464 mgEAG/gMS, suivi par I’extrait Eth-Mac qui a enregistré une teneur de
96,377+1,66mgEAG/gMS,  puis  l’extrait Aqu-Mac avec une teneur de
39,78740,892mgEAG/gMS. En avant dernier, I’extrait Aqu-Soxa indiqué une valeur de
17,906+3,7mgEAG/gMS, et en dernier I’extrait Hex-Soxa affiché la plus faible concentration
de I’ordre de 1,716+0,297mg EAG/g MS (Tab 06).

Tableau 06: Teneurs en phénols totaux dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux
obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux
obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria.

Extraits Hex-Sox Eth-Sox AQ-Sox Ag-Mac Eth-Mac
Teneur en

phénols

totaux 1,716+0,297 105,78+8,464 17,906+3,71 39,787+0,892 96,377+1,66
MgEAG/gMS

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).

L’étude statistique a permis de regrouper les extraits éthanoliques d A.eupatoria obtenus par
maceration et par la technique de Soxhlet (Eth-Mac et Eth-Sox respectivement) dans le méme
sous-ensemble homogene avec les concentrations les plus élevées comparativement aux

autres extraits analysés (Fig28).
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Figure 28: Teneurs en phénols totaux dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux
obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux
obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la plante A.eupatoria. Les
P < 0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs
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V.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme équivalent de la quercétine par
100 gramme de matiére végétale seche (mgEQU/100gMS). L’équation de la courbe de
régression linéaire obtenue est comme suit : y =24,246x, avec un coefficient de détermination
R?=0,9898(Fig29).
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Figure 29: Courbe d’étalonnage de la Quercétine

Le macérat éthanolique d’A.eupatoria a enregistré une teneur en flavonoides de I’ordre de
230,41+49,885 mgEQU/100gMS, considérée comme la valeur la plus élevee de tous les
extraits étudiés. Suivi par des concentrations comprises entre 74,73 et 83,47mgEQU/100gMS
correspondantes aux extraits aqueux obtenus par macération et technique de Soxhlet(Ag-Mac
et Ag-Sox) ainsi que I’extrait éthanolique par Soxhlet(Eth-Sox). La teneur la moins élevée en
flavonoides a ¢été enregistré dans I’extraitHex-Sox de Dordre de 11,350,312

mgEQU/100gMS (Tab07).

Tableau07 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux
obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux
obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria.

Extraits Hex-Sox Eth-Sox Ag-Sox Ag-Mac Eth-Mac
Teneur en
I:i‘;zr)‘(o'des 11.35+0,312 83,47+6,075 74,73+0,501 83,390,297 230,41+49,885

mgEQU/100gMS

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).
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Les résultats obtenus de la détermination des teneurs en flavonoides ont montré une
concentration significativement élevée dans le macérat éthanolique d’A.eupatoria (Eth-Mac)
comparativement aux autres extraits etudiés. Alors que les extraits Eth-Sox, Ag-Sox et
Ag-Mac ont affiché des teneurs en flavonoides tres rapprochées, ce qui les a regroupé dans le

méme sous ensemble homogéne(Fig30).
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Figure30 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits d’hexane, éthanolique
etaqueux obtenus par la techniqgue de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox
respectivement) et ceux obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la
planteA.eupatoria. Les P < 0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs

V.2.3. Détermination de la teneur en flavonols

La teneur en flavonols est exprimée en milligramme équivalent de la quercétine par 100
gramme de matiére végétale seche (mg EQU/100gMS). L’équation de la courbe de régression
linéaire est comme suit : 'y =24,246x, avec R?=0,9898 (Fig31).
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Figure 31: Courbe d’étalonnage de la Quercétine
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Uneteneur maximaleen flavonols a été enregistrée dans les extraits éthanoliques obtenus par
macération et par la techniqgue de Soxhlet d’A.eupatoria (Eth-Mac et Eth-Sox
respectivement), de ’ordre de 1,5mgEQU/100g MS. Alors que I’extraits aqueux (Ag-Sox) a
indiqué une valeur moyenne de 0.392 mgEQU/100g MS. Quant aux concentrations
minimales, elles ont été affichée dans les extraits Hex-Sox et Ag-Mac (0,032 et
0,022mgEQU/100g MS respectivement) (Tab08).

Tableau 08 : Teneurs en flavonols dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux obtenus

par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux obtenus par
macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria.

Extraits Hex-Sox Eth-Sox Ag-Sox Ag-Mac Eth-Mac
Teneur en

el 0,032+0,0018 1,501+0,0501 0,392+0.003 0,022+0,0003 1,5+00424
mgEQU/100g

MS

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).

Trois sous ensemble homogenes ont été détectés, correspondants aux teneurs maximales des
flavonols dans les extraits Eth-Mac et Eth-Sox d’A.eupatoria, une valeur intermédiaire de ce
composé dans ’extraits Ag-Sox, et des concentrations minimales dans les extraits Ag-

MacetHex-Sox (Tab08).
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Figure 32 Teneurs en flavonols dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux obtenus
par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux obtenus
par maceération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria. Les P < 0,05
ont été considérés comme statistiquement significatifs
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V.2.4. Détermination de la teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés est exprimée en milligrammes équivalents catéchine par
gramme de la matiere séche (mg EC/gMS). L’équation de la courbe de régression linéaire a
été estimé a : y =2,5039x, avec un coefficient de détermination de R?=0,9908 (Fig33).
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Figure 33:Courbe d’étalonnage de la catéchine

Les teneurs en tanins condensés ont enregistré des valeurs croissantes de 0,62, 2,27, 2,38,
4,79, 8,33mgEC/gMS dans les extraits étudiés d’A.eupatoria dans I’ordre suivant : Hex-Sox,
Ag-Sox, Ag-Mac, Eth-Sox, Eth-Mac (Tab 09).

Tableau09 : Teneurs en tanins condensés dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux
obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq-Sox respectivement) et ceux
obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria.

Extraits Hex-Sox Eth-Sox Ag-Sox Ag-Mac Eth-Mac
Teneur en
Tanins

. 0,62+0,058 4,79+0,225 2,27+0,068 2,380,051  8,33+0,383
condenseés
mgEQU/gMS

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).

Le macérat éthanolique d’A.eupatoria(Eth-Mac) a indiqué une concentration des tanins
condensés significativement élevée comparativement aux extraits étudiés. Suivie pas les
teneurs en tanins catéchiques dans I’extrait éthanolique par soxhlet (Eth-Sox). Des valeurs

presque identiques ont été enregistrées dans les extraits aqueux obtenus par macération et
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techniques de Soxhlet (Ag-Mac et Ag-Sox respectivement), ce qui a permis de les regrouper

dans le méme sous ensemble homogene. Quant a lextraitHex-Sox, il a affiché la concentration
la plus faible (Fig34.).
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Figure 34: Teneurs tanins condensés dans les extraits d’hexane, éthanolique etaqueux
obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement) et ceux
obtenus par maceération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la planteA.eupatoria. Les
P < 0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs

V.2.5. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables

La teneur en tanins hydrolysable a été exprimée en milligrammes équivalents d’acide

tannique par gramme de matiére seche (MgEAT /gMS).L’équation obtenue de la courbe de

régression linéaire

est comme suite: y =0,1673x+0,0384, avec un coefficient de

détermination R?=0,9978 (Fig35).
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Figure35 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique
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Les teneurs en tanins condensés ont enregistré des valeurs croissantes de 1,18, 10,37, 11,62,
11,63, 20,22mgEC/gMS dans les extraits étudiés d’A.eupatoria dans ’ordre suivant : Hex-
Sox, Ag-Sox, Ag-Mac, Eth-Sox, Eth-Mac. Notons que le macérat éthanolique a affichée la

teneur maximale (Tab10).

TableaulO : Teneurs en tanins hydrolysables dans les extraits d’hexane, éthanolique et
aqueux obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq-Sox respectivement) et
ceux obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la plante A.eupatoria.

Extraits Hex-Sox Eth-Sox Ag-Sox Ag-Mac Eth-Mac
Teneur en
Tanins

1,18+0,045 11,63+0,88 10,37+0,072 11,62+0,043 20,22+2,151
hydrolysables
mMgEAT/gMS

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).

Les teneurs en tanins hydrolysables obtenus a partir de extraits analysés ont été réparties ont
trois sous-ensembles homogenes. En effet le macérat éthanolique (Eth-Mac) a affiché une
concentration significativement élevée en comparaison aux autres extraits étudiés. Alors que
les teneurs en tanins galliques dans les extraits :Eth-Sox, Ag-Sox, Ag-Mac ont été classé dans
le méme sous-ensemble indiquant des valeurs intermédiaires. La teneur la plus faible a été

enregistrée dans I’extrait Hex-Sox (Fig36).
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Figure36 : Teneurs tanins hydrolysables dans les extraits d’hexane, éthanolique et
aqueux obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Aq -Sox respectivement)
et ceux obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la
planteA.eupatoria. Les P < 0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs

42



Extraits

Hex-
Sox

Eth-
Sox

AQg-Sox

AQ-
Mac

Eth-
Mac

V.2. 6 Récapitulatif des analyses phytochimiques quantitatives

Résultats

Le tableau suivant (Tabl11) récapitule les analyses phytochimiques quantitatives des extraits

étudiés en comparant le ratio entre les composés phénoliques. Les données enregistrées ont

permis d’attribuer les teneurs maximales des substances analysées (polyphénols, flavonoides,

flavonols, tanins condensés et hydrolysables) a I’extrait éthanolique obtenus par macération
(Eth-Mac). Paradoxalement, les proportions TF/TP, TC/TP et TH/TP ont indiquées des

valeurs élevées dans I’extrait hexane obtenu par technique de Soxhlet (Hex-Sox).

Tableau 11 : Résultats des analyses phytochimiques quantitatives dans les extraits d’hexane,
éthanolique et aqueux obtenus par la technique de Soxhlet (Hex-Sox, Eth-Sox,Ag-Sox
respectivement) et ceux obtenus par macération (Eth-Mac, Ag-Mac respectivement) de la

plante A.eupatoria.

(TrEgEAG/gMS) (TnngQ/gMS) TF/TP
1,7167 0,1136 g
08348  0,0079
17,9060 07473 0,0417
39,7870 08340  0,0210

96,3779 0,0239

TFO
(MgEQ/gMS)

0,0003

0,0039

0,0002
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TFOITF

0,0028

0,0180

0,0053

0,0003

0,0065

TC
(mgEC/gMS)

0,6204
4,7952
2,2764

2,3856

TC/TP

0,3614

0,0453

0,1271

0,0600

0,0865

TH
(mgEAT/gMS)

1,1867
11,6390
10,3718

11,6270

TH/TP

0,6913

0,1100

0,5792

0,2922

0,2099



Résultats

V.3.Analyse par spectroscopie infra rouge (FTIR -ATR)
V.3.1. Analyse de I’extrait aqueux par maceration
L’analyse spectroscopique FTIR-ATR de I’extrait aqueux par macération nous a permis

d’identifier diveres groupements fonctionnels présents dans les extraits étudies, parmi eux on
trouve notamment des alcoolés, hydrazines, hydrozones, azines, composé soufrés et ainsi
que les acides carboniques.

Une bande large observée entre 3200-3700 cm™, elle représente la fonction OH typiques
des alcools, on distingue des alcoolés simple et tertiaires qui correspondent aux structures
HO-R-OH et (R) 3C-OH respectivement, ainsi que la présence des alcoolés contenant un
groupe phényle Ph-OH et Ph-CHR-OH.

D’autre part, I’hydrazine (NH_NH2) et hydrozones (CH=N-NH2) sont identifiées par leur
groupes azotés egalement détectable via des bandes autour de 3100_3400 cm™. (LaisonN_H),
et 1600_1700 cm™. (Liaison C-N) respectivement.

En effet, les composes soufrés, contenant des groupements thioamides, sont identifiés par des
vibrations C=S localisées entre 1000 et 1200 cm™.

Par ailleurs, vers 1700 cm™, une bande intense a été remarquée qui réfere a la présence
d’“une fonction carbonyle C=0, d’acides carboxyliques (R_COO).

Enfin, des azines (RCH=N-N=CHR) qui possedent des doubles liaisons azotées (C=N-N=C),
montrent également des bandes signalées autour de 1597.33 cm™. (Fig 38, Tab 12 Tab 13)
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Figure 38: spectre FTIR -ATR d’extrait aqueux par macération
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Tableau 12: Groupements fonctionnels de 1’extrait aqueux par macération

Classification Groupes
Alcools Ph-OH
Alcools HO-R-OH
Alcools (R) 3C-OH
Alcools Ph-CHR-OH
Hydrazines NH-NH2
Composé soufrés R-(C=S)-NH2

Compose soufres

R-NH-(C=S)-NH2

Acide carbonique

RCOO

Azines

RCH=N-N=CHR

Hydrazones

CH=N-NH2

Tableau 13 : Structures chimiques trouvées dans

I’extrait aqueux par macération

Résultats

Nom Structure chimique

Classification dans les
métabolites secondaire

Alcool furfurylique

Composé furanique
hétérocyclique oxygéné

m-Méthoxyphénole @\
OCHs4 simple

Composé phénolique

Phényl-1-propanol CHg
phénolique

Alcool phénéthylique dérivé
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N
©/ \N H2
Hydrazines
Alcaloides
2 R1
Azines RYN\N/)\RZ
R1
~N — NH 2
[
Hydrazones __C

R Rz

V.3.2. Analyse de I’extrait éthanolique par macération

L'analyse du spectre infrarouge de l'extrait éthanolique de macération met en évidence la
présence de divers groupements fonctionnels dans I'échantillon tels que les azines, les
amidines, les dérivés de cétones comme les naphtoquinones, les amides et les composés
hydroxamiques .

Les bandes situées a 3600 cm™,3346.85 cm™,et 2979,48 cm™. Correspondent respectivement
aux vibrations d'élongation O-H et N-H des groupes acides hydroxamiques, hydrazones, et
les amides.

De plus, plusieurs groupes cétoniques ( kitones) présentes dans l'extrait parmi les quels
on trouve des cétones simples (C-(C=0)-C) , des cétones aromatiques telles que C-(C=0)-
Ph-BOH &, et des naphtoquinones a une bande situé ainsi que les cétones substituées par
des groupes amines, comme R-(C=0)-C-C-NH; ou C-(C=0)-Ph-gNH,.
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Ces derniers montrent la coexistence de groupes carbonyles (C=0) qui marque des
bandes signalées autour de 1635.34 cm™ (Fig 39, Tab 14, Tab 15).
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Figure 39 : Spectre FTIR -ATR d’extrait éthanolique par macération

Tableau 14: Groupements fonctionnels de 1’extrait éthanolique par macération

Classification Groupe

Azines RCH=N-N=CHR
Hydrazones CH=N-NH2
Alcools Ph-CHR-OH

Acide hydroxamique | (C=O)NH-OH

Amidines N=CH-N

Ketones C-(C=0)-C=C-OH
Ketones C-(C=0)-Ph-pOH
Ketones R-(C=0)-C=C-NH2
Ketones C-(C=0)-Ph-pNH2
Ketones Naphthoquinones
Amides R-CO-NR2
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Tableau 15: Structures chimiques trouvées dans 1’extrait éthanolique par macération

Nom Structure Chimique Classification dans les
métabolites secondaire
Iril —_— NH =2
Hydrazones
R1/’C“ R
Amide Alcaloides
<>
= e
=
Azines 1
> R
R\IéN \N¢|\ =2
R‘I
(@] O

1-Phényl-1,3- Butane
dionée

Composé aromatique
dérives phénolique

Acide Hydroxamique — O _ Composé azoté
R ™~ H .
e secondaire
(Sidérophore)
OH
Phényl-1-propanol CHg Alcool phénéthylique

dérivé phenolique

V.3.3. Analyse de P’extrait aqueux par soxhlet

L’analyse du spectre FTIR de I’extrait aqueux obtenu par

la technique soxhlet met en

¢vidence la présence de plusieurs bandes, permettant I’identification de groupements

fonctionnels

présents dans 1’extrait étudie .Les bandes

entre 3232 cm™ et 3258 cm™

correspond a des vibrations des liaisons N-H et O-H. Ces signaux révélent la présence des
alcools de type (HO-R-OH), des hydrazines (NH-NH,), des hydrazones (CH=N-NH.,), et
des acides hydroxamiques ((C=0)NH-OH).

La bande observée a 1596,77 cm™ est attribuée aux vibrations de type C=N, ce qui indique

la présence des

azines

(RCH=N-N=CHR).

De plus une bande signalé a

1514,81cm™ permet la détection et des amadines (N=CH-N).
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Enfin, le pic de transmittance & 1000 et 1200 cm™ est compatible avec les vibrations C—N
appartenant aux composés soufrés ((C=S) —NH,). (Fig 40, Tab 16, Tab 17)
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Figure 40 : spectre FTIR- ATR de I’extrait aqueux par soxhlet

Tableau 16 : Groupements fonctionnels de I’extrait aqueux par soxhlet

Classification Groupes
Compose sulfure -(C=S)-NH2
Composé sulfure -NH-(C=S)-NH2
Alcools HO-R-OH
Hydrazines NH-NH2
Alcools Ph-CHR-OH
Acide carbonique RCOO

Azines RCH=N-N=CHR
Hydrazones CH=N-NH2
Acide hydroxamique | (C=0O)NH-OH
Amadines N=CH-N
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Tableau 17 : Structures chimiques trouvées dans 1’extrait aqueux par soxhlet

Compose Structure chimique Classification dans les
métabolites secondaire

OH
m-Méthoxyphénole Composé phénolique
OCHa simple
@\/OH Composés furanique
Alcool furfurylique O hétérocyclique oxygénés
O O

1-Phenyl-1,3- Butane
dionée Composé aromatique
CHjz . R
dérives phénolique

=3 Alcaloides
Azines RZ2 N_ 5

V.3.4. Analyse de IP’extrait éthanolique par soxhlet

L’analyse du spectre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) de D'extrait éthanolique
obtenu par Soxhlet contient une diversité de composés .Cetons parmi eux les hydrazines,
hydrazones, amidines, azines, composés soufrés et phosphorés

La bande large observée & 3305,39 cm™ correspond aux vibrations d’élongation des liaisons
N-H ou O-H, indiquant la présence potentielle de groupes hydroxyles, hydrazines (NH-NH-)
ou encore acides hydroxamiques ((C=0O)NHOH). Le signal intense a 2932.23 cm™ est
typique des vibrations d’¢élongation des liaisons C—H.

Par ailleurs, un signal marqué a 1606 ,41 cm™ est attribué aux groupements C=0 comme

dans les acides hydroxamiques, ou aux double liaisons C=Présentes dans les azines, amidine,
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ou hydrozones En effet, La bande a 1028,84 cm™ peut étre liée a des vibrations C—N ou P—
O, possiblement présentes dans des composés phosphorés (CP, Cl) ou soufrés. (Fig 41,
Tab 18, Tab 19).
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Figure 41: spectre FTIR -ATR d’extrait éthanolique par soxhlet

Tableau 18 : Groupements fonctionnels de 1’extrait éthanolique par soxhlet

Classification Groupes
Composé Soufré R-(C=S)-NH2
Composé soufré R-NH-(C=S)-NH2
Hydrazines NH-NH2
Phosphorés CP-CI

Composés soufrés S-S

Azines RCH=N-N=CHR
Hydrazones CH=N-NH2

Acide hydroxamique | (C=0)NH-OH
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Tableau 19 : Structures chimiques trouvées dans I’extrait éthanolique par soxhlet

Composé Structure chimique Classification dans les
métabolites secondaire
OH
m-Méthoxyphénole Composé phénolique
OCH Simple
1-Phenyl-1,3- Butane o o
dionée cH ) _
3 Composé aromatique
dérives phénolique
. T —=MN

Chlorobenzylidene Ii:j/%\/ Flavonoide

I

~

2 R1
R\I/TN \N¢I\ =2
Azines R Alcaloides
- - o
Acide Hydroxamique e o Composé azoté
R TN T T H ; ;
g secondaire (Sidrophore)

V.3.5. Analyse de ’extrait hexane par soxhlet

L’analyse du spectre FTIR de I’extrait hexane obtenu par Soxhlet révéle la présence de
plusieurs bandes d’absorption caractéristiques, permettant I’identification de groupes
fonctionnels spécifiques. Les bandes situées a 2915,84 cm™ et 2848,35 cm™ sont typiques
des vibrations liaisons C—H a des alcanes

d’¢longation  des correspondant

(R-CH,-R et Ph—CH3). La présence d’un pic autour de 1709,59 cm™ confirme la vibration
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d’élongation C=0, la présence d’esters (COO) ou d’un acide carboxylique(NH,RCOOH).
Tandis que le pique & 1132,97 cm™ pourrait étre associé aux vibrations d’élongation C-O,
typiques des éthers ou des esters. Par ailleurs, les bandes situées en dessous de 600 cm™
peuvent indiquer la présence de composés phosphorés (Fig 42 Tab 20 ,Tab 21).
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Figure 42: Spectre FTIR-ATR d’extrait hexane par soxhlet

Tableau 20 : Groupements fonctionnels de 1’extrait hexane par soxhlet

Classification Groupe
Alcanes R-CH2-R
Alcanes Ph-CH3
Solvant Imputé Cyclohexane
Alcanes R(CH2)4-C
Alcanes R(CH2)4-OR
Hydrazines NH-NH2
Alcools (R) 3C-OH
Esters COO
Composé soufré R-SO3-H30+
Acide carboxylique NH2RCOOH
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Tableau 21 : Structures chimiques trouvées dans I’extrait hexane par soxhlet

Nom Structure chimique Classification dans les
métabolites secondaires
- 7 H - Y
cis- Decahydronaphthaléne lCIC' Sesquiterpéne
H
Monoterpene
2(10)-Pinéne
7 7 O H Ve Ve -
m-Méthoxyphénole @\ Composé phénolique
oL Simple

V.3.6.Comparaison des résultats obtenus par FTIR ATR des échantillons étudies

L’analyse FTIR-ATR des extraits issus de différentes méthodes d’extraction met en évidence
une variation des métabolites secondaires présents dans les extraits étudies.

L’extrait Aq-Mac, montre la présence de plusieurs groupes des métabolites secondaires parmi
les on trouve (composés phénoliques, furanigques, azotés et alcaloides) .Concernant, I’extrait

Eth- Mac marque la présence des Alcool phénéthylique dérivé phenolique(Phényl-1propanol)
des alcaloides ( azines , hydrozones, et hydazines ) et des composés azoté secondaire

Tandis que, les extraits Eth-sox et Ag-Sox montront la présence des métabolites
secondaires incluant notamment des composés furanique , des alcaloides, des composés
aromatiques des phénols simples, ainsi  que les composés  azotés.
Enfin , ’extrait Hex- Sox ne révele que quelques composés, principalement les terpénoides

(mono terpéne et les sesquiterpéne) (Tab 22).
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Tableau 22 : Récapitulation des résultats obtenus par FTIR -ATR des échantillons étudies

Extrait

Métabolites
secondaires

Extrait
aqueux par
macération

Extrait
éthanolique
par
maceération

Extrait
aqueux
par

soxhlet

Extrait
éthanolique
par soxhlet

Extrait
hexane
par

soxhlet

Composés furanique
hetérocyclique
oxygénés(alcool
furufurylique).

NI

NI

NI

Composés phénoliques
simples

(m-Méthoxyphénole)

NI

Alcool phénéthylique
dérivé phénolique
(Phényl-1-propanol)

NI

NI

NI

Alcaloides
( Azine , hydrazones,

hydrazines

Composé aromatique
dérives phénolique
(2-Ph2nyl-1,3-

Butanedionée )

NI

NI

Composés azotés
secondaire
Sidérophore

(Acide Hydroxamique)

NI

Monoterpene

(pénine)

NI

NI

NI

NI

Sesquiterpéne cis-

Decahydronapthaléne

NI

NI

NI

NI

| : Identifié

NI : Non identifié
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Discussion

L’optimisation des procédés d’extraction constitue une étape essentielle pour maximiser la
récupération des métabolites secondaires a fort intérét biologique, tels que les polyphénols.
Plusieurs études ont montré que des techniques comme la macération ou I’extraction par
Soxhlet peuvent conduire a des profils phytochimiques et des rendements différents, en
fonction des paramétres opératoires et de la nature des composés ciblés (Do et al., 2014
;Pudziuvelyte et al., 2020). Agrimonia eupatoria L. connue pour sa richesse en composés
phénoliques, offre ainsi un modele pertinent pour évaluer I’impact des conditions d’extraction

sur la récupération des polyphénols.

Les résultats des analyses phytochimiques qualitatives, indiquent que I’extraction par
macération, en particulier avec 1’éthanol, favorise une meilleure récupération des polyphénols,
flavonoids, tanins condensés et en addition les tanins hydrolysables. Par ailleurs, les extraits
obtenus avec Soxhlet semblent plus constants dans la concentration des polyphénols et tanins
catéchiques, mais moins efficaces pour les tanins hydrolysables.

Les résultats obtenus sont en accord avec plusieurs études antérieures ayant identifié
Agrimonia eupatoria comme une plante médicinale riche en composés phénoliques. Selon
Ben Ammar et al. (2014), les extraits éthanoliques (par macération et soxhlet) de cette plante
contiennent une abondance de flavonoides, de tanins et de polyphénols, ce qui est confirmé
dans notre eétude. De méme, Kowalski et al. (2020) ont montré que ’extrait éthanolique par
Soxhlet d’A.eupatoria présente une activité antioxydante significative, attribuée a la forte
teneur en flavonoides et tanins condensés (catéchiques).

La présence marquée de tanins catéchiques (condensés), révélée par les tests au FeCl; et
Stiasny, est également conforme aux résultats rapportés par Sofowora (1993), qui ont
identifié les tanins condensés comme constituants majeurs des plantes medicinales tropicales.
En revanche, les tanins hydrolysables étaient faiblement présents dans la plupart des extraits,
ce qui est en accord avec les observations rapportées par Okwu (2004), qui signale une faible
teneur en tanins hydrolysables dans les extraits. Ainsi, ces résultats confirment le profil
phytochimique d’4grimonia eupatoria, riche en métabolites secondaires bioactifs, en
particulier les polyphénols et tanins condensés.

Certaines études comme celle de Hoffmann (2003)ont rapporté une faible teneur en tanins
hydrolysables, ce qui est également observé dans trois de nos extraits(Ag-Mac,Ag-Sox,Etha-
sox) sauf celui obtenu par macération éthanolique. Cela suggére que le choix du solvant et de
la méthode d’extraction influence fortement la nature des tanins extraits. Enfin, la

prédominance des tanins catéchiques sur les hydrolysables est cohérente avec les résultats de
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Tanker et al. (1998), qui ont souligné la dominance des tanins condensés chez les Rosacées,
famille & laquelle appartient A. eupatoria.

D’aprés les résultats de teneurs en composés phénoliques totaux, ils ont indiqué que les
extraits obtenus par Soxhlet ou par macération different considérablement en termes de
teneurs en phénols, en fonction du type de solvant utilisé. Autre étude de Zekovié et al. (2016)
ont rapporté pour A. eupatoria : un extrait a I’acétone contenant 220,31 mg GAE/g, un extrait
éthanolique a 123,90 mg GAE/gMS, un extrait aqueux a 118,47 mg GAE/g MS et un extrait
éther diéthylique a seulement 19,61 mg GAE/gAutrement dit ,notre extrait Eth-Sox approche
les valeurs élevées obtenues avec I’eau/éthanol, tandis que E-Mac, A-Sox et H-Sox présentent
des rendements conformes aux tendances observees (acétone > éthanol > eau >diethyl-ether).
En particulier, I’extrait acétone des études antérieures (~220 mg GAE/g) est presque le double
de notre valeur maximale, indiquant un potentiel inexploité si ce solvant était utilise dans nos
protocoles. Enfin, la teneur tres basse de H-Sox (<2 mg EAG/g) s’aligne sur les faibles
résultats pour le solvant éther diéthylique (~19,6), soulignant que ce type de solvant est moins
efficace pour extraire les phénols de cette espéce. Par ailleurs, Moeini et al. (2022) ont étudié
les extractions assistées par micro-ondes (MAE) et ultrasons (UAE) sur la méme plante,
rapportant des rendements optimises de 3,26 mg GAE/g et 3,55 mg GAE/g, soit des
concentrations nettement inférieures aux notres, ce qui pourrait s’expliquer par des
différences d’unités (GAE/g d’extrait vs MS) ou par un rendement global plus faible di a la
durée d’extraction assistées par micro-onde (15min). Enfin, une étude de
Balciunaitiene et al. (2022) a révélé des concentrations de86,7 a 124,1 mg GAE/g MS dans
les parties aériennes de A. eupatoria, ce qui place nos extraits E-Sox et E-Mac dans la méme

gamme.

La teneur en flavonoides totaux dans les extraits d’Agrimonia eupatoria reste toutefois
inférieure a celle rapportée par lvanova et al. (2005), qui ont observé une teneur en
flavonoides de 16,2 £ 0,4 mg EQ/g MS dans des extraits éthanoliques obtenus a partir d’une
macération de 10g de poudre de la plante séche dans 100ml d’éthanol a 70 % a température
ambiante. De méme, Pudziuvelyte et al. (2020) ont rapporté une teneur de 13,7 £ 0,6 mg
EQ/gMS dans des extraits hydroéthanoliques, indiquant un rendement significativement plus
élevé en flavonoides. Ces différences peuvent étre attribuées a la nature des solvants, aux
conditions expérimentales (température, temps, polarité), ainsi qu'a la concentration du
solvant utiliseé (Do et al.,2014). Nos résultats confirment néanmoins la présence de

flavonoides dans A. eupatoria, bien que leur extraction optimale semble nécessiter des
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solvants mixtes ou plus polaires, comme 1’éthanol ou les mélanges hydroalcooliques. Cela
souligne [D'importance du choix de la méthode d’extraction dans la wvalorisation

phytothérapeutique de cette plante médicinale (Pudziuvelyte et al., 2020).

Concernent la teneur en flavonols totaux des extraits d’Agrimonia eupatoria a révélé des
différences significatives selon le type de solvant et la méthode d’extraction utilisée.
Ces valeurs sont inférieures a celles rapportées dans des études antérieures.A noté, que les
travaux deKubinova et al. (2015) ont noté une teneur de 3,78 + 0,2 mg EQ/g MS dans un
extrait méthanolique par macération de la méme espéce, tandis qu’lvanova et al. (2005) ont
rapporté jusqu’a 5,1 £ 0,3 mg EQ/g MS dans des extraits éthanoliques par macération.
Ces différences s’expliquent probablement par la polarité plus élevée des solvants organiques
utilisés dans les études précédentes, ainsi que par des conditions d’extraction plus favorables
(temps, température, agitation). Nos résultats, bien qu’inférieurs, confirment toutefois la
présence de flavonols dans Agrimonia eupatoria, et suggérent que 1’amélioration des

protocoles d’extraction pourrait augmenter le rendement en composés phénoliques.

En ce qui concerne les tanins Condensés, la teneur des tanins condensé dans I’extrait
éthanolique par macération (Eth-Mac) est la plus élevée (8,333 + 0,38 mg EC/g MS) dans
notre étude. Cette valeur est supérieure a celle rapportée par Ivanov et al. (2020), qui ont
obtenu6,80 + 0,25 mg/g MS pour un extrait éthanolique a 70% par macération.Une autre
étudemenée par Krajewska et al. (2018),ont montré que les extraits hydroalcooliques
(éthanol/eau 50:50) d’Agrimonia eupatoria L. contenaient environ 5,12 mg/g de tanins totaux,
ce qui reste également en dessous de nos résultats,Cette différence pourrait étre due a des
conditions plus optimisé dans notre extraction.Ensuite, I’extrait éthanolique obtenu par
Soxhlet (Eth-Sox) affiche une teneur de 4,795 + 0,022 mg EC/g MS,cette derniére est
inférieure a celle obtenue par macération éthanolique (8,333 £ 0,38 mg EC/g MS). Elle est
cohérente avec les observations deGalstyan et al. (2016), qui ont montré que les températures
¢levées utilisées lors de I’extraction par Soxhlet peuvent entrainer une dégradation partielle
des tanins condensés, ce qui suggére que I’éthanol reste un excellent solvant pour les tanins, la
température élevée de la technique de soxhlet peuvent altérer ces composés. En effet, les
tanins condensés sont des composes phénoliques polymériques, peuvent étre partiellement
hydrolysés ou oxydés sous I’effet de la chaleur continue, comme la confirméGalstyanet
Karabekyan. (2016), qui ont démontré que des températures supérieures a 70 °C peuvent
entrainer une dépolymeérisation ou oxydation des tanins proanthocyanidiques dans plusieurs

especes médicinales.
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De plus, les extraits (Ag- sox) et (Ag-Mac) présente des teneursen tanins condensés
2,385 £ 0,05 mg EC/g MS et 2,276 + 0,06 mg EC/g MS respectivement sont trés similaire.
Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté par Ivanov et al. (2020), qui ont trouve2,10 +
0,18 mg/g MS pour un extrait aqueux d’aigremoine. Cela s’explique par la faible affinité des
tanins condensés pour les solvants trés polaires comme 1’eau. D’autres études de Kiselova et
al. (2006) utilisant une extraction aqueuse a Froid ont mesuré une concentration de 1.9+0.2
mg EC/g MS .Par ailleurs une autre étude de Petkova et al.(2017) employant
unedécoctionaqueuse a 80°C ont obtenus une teneur de 2.1+0.1 mg EC/g MS, suggérant que
I’augmentation de température n’a pas significativement amélioré I’extraction. Ceci est
conforme aux observations deKowalski et al. (2020), qui ont constaté que I’extraction a
chaud avec de I’eau entraine parfois une dégradation ou une précipitation des tanins,
particulierement ceux de nature condensée,ainsi que les études de Krajewska et al. (2018)qui
ont indiqué que les tanins ne sont pas fortement extraits par ’eau, méme avec chauffage, la ou
ils présentent une faible teneur en tanins par rapport aux extraits hydroalcooliques.

Enfin, I’extrait Hex-Sox, dont le solvant semble étre faiblement polaire ou inadapté a
I’extraction des tanins, montre la valeur la plus basse : 0,620 + 0,05 mg EC/g MS. Cette tres
faible teneur peut s’expliquer par une faible solubilité des tanins dans ce solvant, ou une
dégradation accélérée a haute température. Plusieurs auteurs, comme Stojkovié et al. (2019),
ont noté que les tanins condensés sont peu solubles dans les solvants trés apolaires comme le

chloroforme ou I’hexane, ce qui conforte notre hypotheése.

Pour les tanins hydrolysables, les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’extrait
Eth-Mac d’Agrimoniaeupatoria L. présente la plus forte teneur en tanins hydrolysables avec
202,271 + 21,51mg EAT/g MS, suivi des extraits Eth-sox (116,389 + 8,80 mg EAT/g MS),
Ag-Mac (116,270 0,43 mg EAT/g MS), et Ag-Sox (103,717 + 0,72 mg EAT/g MS).
Enfin I’extrait H-sox amontré une teneur nettement inférieure, de I’ordre de 11,866 + 0,45 mg
EAT/g MS. L’extrait Eth-Mac d’Agrimonia eupatoria L. possede une teneur en tanins
hydrolysablesparticulierement élevée, atteignant 202,271 + 21,51 mg EAT/g MS. Cette valeur
estsignificativement supérieure a celle rapporté par Muller et al. (2018),dont une teneur de
134,5 mg EAT/g MS a été obtenue dans des extraitsméthanoliques de la méme plante. De
méme, Ivanova et al. (2020) ont observé uneconcentration de 98,7 mg GAE/g MS dans des
extraits aqueux, ce qui confirme que lechoix du solvant et de la méthode d’extraction
influencent fortement le rendement encomposés phénoliques. Une autre étude dirigée par

Kosti¢ et al. (2015),ont observé une teneur de 145,3 mg GAE/gdans des extraits éthanoliques
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obtenus par macération, tandis que Petrova et al. (2019)ont rapporté 90,4 mg GAE/g dans
des extraits aqueux d’4.eupatoria, De plus,Zhao et al. (2021), utilisant la méthode
Soxhletavec méthanol, ont obtenu une teneur de 123,6 mg EAT/g, légérement inférieure a
nosextraits Eth-Sox mais supérieure a Ag-sox. En outre, Radevi¢ et al. (2020) ont évalué
lateneur en tanins dans des échantillons récoltés en Serbie et ont obtenu des valeurs de 105mg
EAT/g MS, comparables a notre extrait Ag-Sox.

Ces différences peuvent s’expliquerpar plusieurs facteurs, notamment la polarité¢ des solvants,
la durée et la températured’extraction, I’origine géographique de la plante, et méme la période
de récolte et d’aprés nos résultats, les conditions optimales qui permettent une extraction riche
en composés phénoliques correspondent & une macération prolongée de 24 heures, a

température ambiante, en utilisant une solution d’éthanol a 70 % comme solvant.

L’analyse spectroscopique FTIR-ATR des extraits (Ethanolique et Aqueux)d’Agrimonia
eupatoria L. obtenus par macération a révélé la présence de divers groupements fonctionnels
caractéristiques des composés phénoliques notamment des alcools entre 3200 et 3700 cm-t,
des composes azotes (hydrazines, hydrazones, azines), des bandes situées entre 2920 et 2930
cm-! indiquent les vibrations d’élongation des liaisons C—H aliphatiques, ainsi que des acides
carboxyliques proches de 1730 cm-t et des composes soufrés autour de 1000_1200 cm-t

Ces résultats sont en accord avec I’étude de Skrypnik et al. (2020), qui ont observé des
bandes similaires dans 1’analyse FTIR des extraits acétoniques 100% par macération pendant
48 heures d’Agrimonia eupatoria L. notamment a 3421.03 cm-1 pour les groupes hydroxyles,
2926.09 cm-! pour les C—H et 1612.66 cm-! pour les cycles aromatiques, confirmant la
présence de composés phénoliques et flavonoides dans les extraits

De maniére similaire, Mota et al. (2020) ont rapporté la détection de composés soufrés et
d’amines dans les extraits d’Agrimonia eupatoria L. aqueux et hydroalcooliques a
70%préparés respectivement par macération, ce qui renforce 1’hypothése d’une composition
bioactive riche issue de cette méthode douce d’extraction.

De plus, Stankovi¢ et al. (2023) ont rapporté que I’extrait aqueux par macération a chaud
80°C d’aigremoine était riche en acides phénoliques et tanins hydrolysables, tels que 1’acide
ellagique et l'aigremoine, détectés indirectement par FTIR via des bandes a ~1700 cm-!
(groupes carbonyles) et ~3300 cm-t (liaisons O—H). Ce qui est conforme aux résultats de
Balazova et al. (2023) avec une extraction aqueuse acidifée (pH=3), qui ont également
identifié cette bande dans I’extrait aqueux d 4. eupatoria indiquant la présence importante de

composés phénoliques.
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En revanche, dans 1’étude de Kubinova et al. (2015) qui ont utilisés un extrait méthanolique a
80%, I’intensité¢ des bandes carbonyles était plus faible, ce qui peut s’expliquer par la polarité
différente du solvant utilisé, influengant I’extraction de ces composés. Par ailleurs, la
présence de bandes a 1000-1200 cm-t dans notre extrait traduit la présence de groupes soufrés
(C-S).Enfin, la bande a 1597 cm-t, attribuée aux composés azines (C=N-N=C), constitue un
autre point de similitude avec les résultats de Balazova et al. (2015) confirmant la présence

de composés azotés a double liaison.

L’analyse FTIR-ATR de I’extrait aqueux d’Agrimonia eupatoria L. obtenu par Soxhlet révele
des bandes caractéristiques a 3232-3258 cm™ attribuées aux vibrations O-H et N-H
confirmant la présence d’alcools dihydroxylés et de composés azotés tels que les hydrazines
et acides hydroxamiques. Ces resultats sont en accord avec les travaux de Zengin et al.
(2014), qui ont identifi¢ des bandes similaires (=3300 cm™) dans un extrait éthanolique 70%
de la méme plante obtenu par macération, mettant en évidence la présence de polyphénols et
de groupes hydroxyle. De plus, la bande observée a 1600 cm™ (C=0) correspond aux
vibrations de groupes carbonyles conjugués a des cycles aromatiques, ce résultat concorde
avec I’étude de Karakaya et al. (2019) sur des extraits éthanoliques d’A.eupatoria, ou des
bandes de 1600-1650 cm™ ont été associées a des dérivés phénoliques et flavonoides.

Le pic a 1514,81 cm™ (N=C-N), caractéristique des amidines et alcaloides de type azines,
corrobore les observations de Tadi¢ et al. (2016), qui ont isolé ces composés via une
extraction aqueuse suivie d’une purification par chromatographie. Enfin, les bandes situées
entre 1000 et 1200 cm™ compatibles avec les vibrations C-N ou
C-0, traduisent la présence de composés soufrés ou phosphorés. Ces observations rejoignent
celles deSytar et al. (2012), qui ont utilisé une décoction hydro alcoolique ont démontré la
diversité chimique d’A. eupatoria en mettant en évidence des composés contenant des
hétéroatomes tels que L’azote (N), soufre (S) et phosphore (P).

Un autre résultat aligné avec les travaux d4Alonso et al. (2022) sur les métabolites
secondaires d’A.eupatoria, ou des techniques avancées (FTIR-ATR couplée a la spectrométrie
de masse) ont confirmé la diversité chimique de ces groupes fonctionnels dans des extraits

aqueux.

Les résultats de 1’analyse FTIR-ATR de I’extrait éthanolique d’Agrimonia eupatoria L.
obtenu par soxhlet nous a permis de détecter la présence de divers métabolites secondaires
tels que les composés furaniques (alcool furfurylique), les phénols simples (m-

méthoxyphénol), les dérivés aromatiques phénoliques (1-phényl-1,3-butadiene dione), les

61



Discussion

flavonoides (chlorobenzylidéne), les alcaloides (azines) ainsi que les composés sidérophores
azotés (acides hydroxamiques). Ces structures ont été clairement mises en évidence a travers
les bandes caractéristiques observées dans le spectre infrarouge, notamment a 3305,39 cm™
(groupes O-H et N-H), a 2932,23 cm™ (C-H aliphatiques), a 1606,41 cm™ (C=0 ou C=N) et
a1028,84 cm™ (C—N ou P-0).

Ces resultats concordent largement avec ceux rapportés par Zengin et al. (2014), qui ont
identifié des bandes similaires liées aux polyphénols et aux flavonoides dans un extrait
méthanolique a 70% d’A.  eupatoriaobtenu par macération. De  méme,
Karakaya et al. (2019) ont mis en évidencedes bandes entre 2900-2950 cm™, liées aux C—H
aliphatiqueset des groupements carbonyles (C=0) dans des extraits éthanolique a 70%
obtenus par macération, confirmant la présence de composés aromatiques. Une étude
d’Esteban et al. (2022) utilisant 1’extraction par Soxhlet avec 1’éthanol absolu (100%),
ont également observés des pics vers 1600-1650 cm™, attribués aux flavonoides et acides
phénoliques renforgant ainsi nos résultats. De plus, la présence d’alcaloides de type azines
sont confirmes par les travaux de Tadié et al. (2016), qui ont isolé ces composes a partir
d’extraits aqueux d’A. eupatoria en utilisant une purification par chromatographie. En
revanche, la bande a 1028,84 cm~ (C-N/P-O) pourrait étre liée aux acides hydroxamiques,
comme le suggere Matié¢ et al. (2021) dans une étude sur les métabolites azotés de cette

plante.

Les résultats de I’extrait hexane obtenu par Soxhlet (Hex-Sox), révélant des bandes de
transmittance caractéristiques des alcanes (2915-2850 cm- 1) des esters (1709 cm- 1) et des
éthers/esters (1132 cm- 1) sont en accord avec plusieurs études portant sur
Agrimonia eupatoria L. Par exemple, Ivanova et al. (2015) ont identifié des profils
similaires dans les extraits lipophiles de cette plante, attribuant ces signaux aux acides gras et
a leurs dérivés estérifiés. Une autre étude de Kostic et al. (2017) ont utilisé une extraction par
soxhletau dichlorométhane (6h ,60°C) a également détecté des vibrations C=0 vers 1710
cm- tconfirmant la présence de composes carbonylés, potentiellement des terpénoides. Tant
que, la bande observée a 1132 cm- ! corrobore les travaux de Boroja et al. (2019) ont
employé une extraction assistée par ultrasons a I'éthanol (40 kHz, 30 min), ont associé cette

région spectrale aux vibrations C-O-C des éthers cycliques, confirme notre observation.

De plus, Kuczynska et al. (2018) ont utilisé une extraction par soxhlet avec un mélange
Hexane/acétone (7 :3 v/v), ont mis en évidence des vibrations (esters/éthers) autour de 1130

cm- lcorroborant a nos observations. Les bandes moins de 600 cm- 1 sont également cohérents
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avec les travaux de Tadi¢ et al. (2020) quiont utilisé une extraction hydro-éthanoliques (70%)
par macération (48h, 25°C), qui ont rapporté la présence de composés phosphorés dans les

extraits d’Agrimonia eupatoria L détectables dans la région inférieure & 600 cm- 1.

Ces correspondances et différences démontrent que la spectroscopie FTIR-ATR constitue une
technique analytique puissante pour la mise en évidence et la caractérisation des groupements
fonctionnels présents dans les extraits végétaux. Toutefois, les profils spectraux peuvent
considérablement varier en fonction de plusieurs paramétres, tels que la nature du solvant
utilisé, les conditions opératoires d’extraction (température, durée, concentration) ainsi que la
complexité de la matrice végétale en elle-méme. Cela souligne I’importance d’une
optimisation rigoureuse des protocoles expérimentaux pour garantir une interprétation fiable

et représentative de la composition phytochimique.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales jouent depuis des siécles un role fondamental dans les systemes de
soins traditionnels et continuent aujourd’hui d’inspirer la recherche scientifique
contemporaine. Parmi ces plantes, Agrimonia eupatoria L. Dans le cadre de notre étude,
I’analyse phytochimique qualitative des extraits aqueux et éthanoliques d’A. eupatoria,
obtenus par macération et par la méthode de Soxhlet (Eth-Mac,Ag-Mac, Eth-Sox, Ag-Sox,
Hex-Sox) a revéle une présence forte a tres forte de polyphénols, flavonoides, flavonols et
tanins par rapport aux autres extraits. Ces métabolites secondaires sont reconnus pour leur
implication dans diverses activités biologiques potentielles.

La teneur en phénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocaleau. Les taux
les plus €leves sont enregistrés pour les extraits (Eth-Sox) et (Eth-Mac) avec des teneurs de
105,78+8,464 mgeAG/gMS, et 96,377+1,66mgEAG/gMS respectivement.

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique avec 1’acétate
d’ammonium. Le macérat éthanolique révele la  concentration la plus élevés de
230,41+49,885 mgEQU/100gMS. Alors que pour les flavonols, une teneur maximale a été
enregistrée dans les extraits éthanoliques obtenus par macération et par la technique de
Soxhlet d’A.eupatoria  (Eth-Mac et Eth-Sox respectivement),de [’ordre de
1,5 mgEQU/100g MS.

Quant aux concentrations minimales des flavonoides et flavonols, elles ont été affichées dans
les extraits (Hex-Sox) en raison de la faible solubilité des composés phénoliques dans les
solvants apolaires.

Les teneurs les plus importants en tanins qu’ils soient condensés ou hydrolysables été
enregistrés dans le Macérat éthanolique, atteignant respectivement des concentrations de
20,22+2,151mg/EC g MS et 8,33+0,383mg EAT/g MS. Ces résultat confirme une fois de plus
la capacité de 1’éthanol en maceération a extraite les composés phénoliques en leur majorites.
L’analyse par spectroscopie FTIR-ATR des extraits étudies a révéle la présence de divers
molécules bioactives notamment le Composés phénolique, les alcloides et de flavonoides.
De plus cette technique nous a permet 1’identification des groupements fonctionnels et aussi
d’identifie les structures chimiques des métabolites secondaires disponible dans les extraits
étudiés.

Ces résultats mettent en évidence ’efficacité de la macération a 1’éthanol comme méthode
d’extraction optimale des composés phénoliques bioactifs présents dans A.eupatoria, et
confirment le potentiel pharmacologique de cette espéce en tant que source prometteuse de
molécules d’intérét thérapeutique. Par ailleurs, 1’analyse par spectroscopie FTIR-ATR a

permis de confirmer la présence de ces molécules en identifiant les groupements fonctionnels
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caractéristiques associés aux métabolites secondaires. L’ensemble de ces données encourage
la poursuite des investigations en vue d’explorer les applications potentielles de cette plante

dans des différents domaines.

En perspective, en vue de la teneur elevee en composés phenoliques révélee par les analyses
phytochimiques, il serait pertinent d’approfondir cette étude par 1’évaluation de I’activité
antioxydant. Des tests in vitro tels que le DPPH, ABTS, FRAP ou CAT pourraient ainsi
permettre de confirmer le potentiel antioxydant des extraits étudiés , en mettant en évidence sa
capacité a neutraliser les radicaux libres, a prévenir le stress oxydatif et a agir en tant qu’agent
protecteur naturel contre les processus oxydatifs impliqués dans diverses pathologies
dégénératives.

Par ailleurs, une analyse plus ciblée des composés phénoliques présents pourrait étre realisee
a I’aide de techniques chromatographiques avancées telles que HPLC-MS, UPLC, LC-MS,
HPTLC, GC-MS, en vue d’identifier et de quantifier précisément les molécules bioactives
responsables des effets thérapeutiques.

Enfin, la poursuite de ce travail par des essais in vivo apparait comme une étape essentielle
pour évaluer I’efficacité biologique réelle de 1’extrait dans un organisme vivant. Ces études
permettraient non seulement de confirmer les activités biologiques suggérées in vitro, mais
aussi d’examiner la toxicité, la biodisponibilité, ainsi que le mécanisme d’action, dans la

perspective d’une valorisation thérapeutique ou nutraceutique d’Agrimonia eupatoria L.
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Anexxe 01

> "

‘ Feuilles d’A.eupatoria

Extraction aqueuse Extraction hydro éthanolique

Macération a 5%

Pendant 24 heures
sous agitation orbitale

Filtration a ’aide d’un
papier wattman N°04

Conservation / —_

A-16°C

[ Evaporation a 40°C ]

Figure : Les étapes de I’extraction par macération




Annexe 02

Feuilles d’A.eupatoria

Technique de soxhlet

)

Conservation

A- 16°C '

[ Evaporation a 40°C ]

Schéma récapulative de I’extraction par soxhlet
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