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Résumé

Le présent travail consiste a optimiser les conditions opératoires de 1’extraction des alcaloides
par I’eau acide. L’étude est réalisée par la modélisation en surface de réponses qui permet
I’évaluation des effets principaux.

Pour optimiser I’extraction des alcaloides par 1’eau acide nous avons choisi cinq facteurs
variables : la température, le temps d’extraction, la concentration d’acide, le ratio et le
coefficient de partage ; nous avons trouvé que la meilleure expérience c’est I’expérience N°20
avec un rendement d’extraction qui atteint les 10.75%.

Nous avons notés le meilleur paramétre influengant 1’extraction c’est le coefficient de partage
et la meilleure interaction est entre la température et le ratio.

Nous avons procédé durant notre étude a des analyses qualitatives et quantitatives (HPLC,
CCM, IR) permettons 1’assurance de présence des alcaloides.

L’étude de I’activité antioxydant des extrais méthanolique des alcaloides sur le DPPH a
montrer que la valeur de DLso obtenu est égale a 1,37 mg/l, celle-ci est inférieur a celle de
I’acide ascorbique qui est ’agent antioxydant de référence, de ce fait 1’activité antioxydant
des alcaloides est plus importante

Mots clés : optimisation, extraction, alcaloides, modélisation en surface de réponses.



Abstract

The present work consists of optimizing the operating conditions for the extraction of
alkaloids by acidic water. The study was performed by the response surface modeling that
allows the evaluation of major impacts.

To optimize the extraction of alkaloids by acidic water we have chosen five variable factors:
temperature, extraction time, the acid concentration, the ratio and partition coefficient; we
have found that the best experience is experiment N°20 with an extraction efficiency of
10.75%. We have noted the best parameter influencing extraction is the partition coefficient
and the best interaction is between temperature and ratio.

During our study, we conducted qualitative and quantitative analyzes (HPLC, TLC, IR) to
ensure the presence of alkaloids.

The study of the antioxidant activity of the methanolic extract of the alkaloids on the DPPH to
show that the value of LD50 obtained is equal to 1.37 mg / I, this is lower than that of
ascorbic acid which is the reference antioxidant, and therefore the antioxidant activity of

alkaloids is more important.

Key words: Optimization, extraction, alkaloids, surface modeling of responses.



LISTE DES ABRIVIATIONS

AA acide ascorbique

°C Degré celsius

CCM Chromatographie sur couche mince
D Constante d’équilibre

DL Dose 1étale

DPPH 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl

E Poids de I’échantillon initial

HCl Acide chlorhydrique

HPLC Chromatographie liquide haute performance
IR Infrarouge

J Flux

KHz Kilo hertz

Kp Coefficient de partage

My Masse en g de la prise d'essai avant séchage
M; Masse en g de la prise d'essai apres séchage.
Po Poids du bécher vide.

Py Poids du bécher apres évaporation du solvant
PE Plan d’expériences

pH Potentiel hydrogene

PR Le pourcentage de réduction
Rf Rapport frontal

[OAY Ultraviolet

€ La porosité

d Différentiel partiel

> Somme
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Introduction générale

Historiquement, 1’extraction solide-liquide est une opération trés ancienne. L’homme a
toujours cherché a exploiter les ressources naturelles dont il dispose. Cette opération était
utilisée dans la préparation de produits alimentaires, pharmaceutiques, drogues, teintures ou
parfums ou elle prend des dénominations différentes. De la percolation a 1’infusion en passant
par la macération ou la concoction, chaque terme évoque une mise en ceuvre domestique d’un

procédé d’extraction solide-liquide. [1]

Pour une bonne extraction, il ne suffit pas de prendre en considération la solubilité du soluté
désiré ou non désiré. L’extraction solide-liquide a partir de la matrice végétale est une
opération unitaire complexe en raison de la nature méme du substrat. Les résistances au
transfert de matiere dues a la structure végétale et la localisation des composés recherchés
peuvent étre déterminantes. De ce fait, le modélisateur est contraint de considérer plusieurs

hypotheses simplificatrices. [2]

Ce procédé étant basé sur des phénomenes de transfert de matiére, sa mise en ceuvre nécessite
la résolution des problemes délicats tels que la modélisation et la détermination de certains

parametres souvent inexistant dans les banques de donnée thermodynamiques.

Le présent travail consiste a optimiser et améliorer la technique d’extraction solide—liquide en
milieu acide des alcaloides a partir de ’espéce végétale Ephédra rollandii Maire, originaire

de la région de Oued Souf, en utilisant les plans d’expériences .

Le présent mémoire a été structuré en trois parties : la premiere partie est consacrée a I’étude
bibliographique portant sur la matiere végétale étudiée, des généralités sur les alcaloides et

sur les différents parametres qui influent sur la technique d’extraction solides —liquide.

Dans la seconde partie, on décrit on détails les modes opératoires et le matériel utilisés lors
de I’extraction des alcaloides, ainsi que le plan d’expérience établis qui permet d’optimiser les

différents parametres d’extraction.

La troisieme et derniere partie est réservée aux résultats expérimentaux obtenus ainsi que

leurs interprétations, qui donnent lieu a une conclusion générale et a des recommandations en

futures.



Chapitre |

Généralités sur la plante et les alcaloides

Introduction

Dans ce premier chapitre on parle sur la plante utilisé dans ce travail (Ephédra Rollandii
Maire) et son usages traditionnels. Ainsi qu’un rappel sur les alcaloides, ses trois types
(Les pseudo-alcaloides, Les proto-alcaloides, les alcaloides vrais) et leurs Propriétés

physico-chimiques.
I. Généralités sur la plante

1.1 Ephédra

L’éphédra, connue sous le nom de "Ma-huang”, est une des plantes médicinales les plus
anciennes au monde. Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise. L’Ephédra,

appartient a la famille des Ephédraceae, contient plus de 50 especes.

Les parties aériennes de Ephédra ont longtemps été utilisées comme diaphorétiques, anti-

asthmatiques ainsi que pour le traitement de la bronchite et de 1'cedéme néphritique aigu.

Les composants actifs principaux sont trois paires d'alcaloides di-astéréoisomériques
optiquement actifs : [’éphédrine et pseudoéphédrine, méthylephédrine et méthyle

pseudoéphédrine et noréphédrine pseudo noréphédrine.

De plus, les origines géographiques variées des plantes rendent la teneur totale en

principaux alcaloides actifs tres différente d'une plante a 'autre. [3]

L’éphédra est un petit arbuste presque toujours dioiques, trés ramifi€s, aux tiges minces
articulées, vivaces rameaux, qui peuvent atteindre 1 & 3 metres de haut, verts jaunatres,
résistant a la sécheresse, a feuilles persistantes, a la valeur médicinale convaincante. [4]
Les especes de ce genre peuvent pousser dans des conditions semi-arides et
désertiques, ce qui rend les six continents appropri€s pour la croissance de ce genre. Ce
dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes seches et des cotés

secs de montagnes. [5]

]
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Figure 1.1 : Répartition géographique de I'Ephédra dans le monde [6]

Les plantes a alcaloides ne renferment que trés rarement un seul alcaloide : certes, elles
peuvent parfois contenir un composé trés majoritaire (comme 1’hyoscyamine de la feuille
de belladone), mais, le plus souvent, elles livrent un mélange complexe. Il n’est pas rare
que plusieurs dizaines d’alcaloides soient présents dans une méme plante. En regle
générale tous les alcaloides d’'une méme plante ont une origine biogénétique commune

méme si leurs structures peuvent paraitre assez différentes. [7]

1.2 Ephédra Rollandii Maire

Il s'agit de I’'un des rares arbustes dioique des zones sahariennes, hauteur de 0.5 a 1.5 m
E. rollandii Maire décrit du Sahara occidental mauritanien, sur du matériel immature [8],
rameux, diffus ou prostré, non grimpant, rameaux rigides, cannelés-striés, vert grisatre,
glauque, se désarticulant a la dessiccation, courte, fine et hyaline. E. rollandii a été
assimilé a E. foliata Mey. Décrit antérieurement. E. foliata est un élément de la flore

désertique orientale. [9]
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Figure 1.2 : La plante d éphédra rollandii maire.

1.3 Distribution

Le genre est originaire des régions tempérées et latitudes subtropicales de 1’Europe, de
I’Asie et de I’Amérique, et pousse surtout dans le nord et 1'ouest de la Chine, Inde du Nord
et Espagne. Aux Etats-Unis, 1'éphédra les plantes poussent le long des montagnes
Rocheuses [10]. Ephédra foliata : originaire d'Afrique du Nord et en Asie du Sud-Ouest, il
est distribué en Asie (Afghanistan, Inde, Pendjab, Iran, Irak, Jordanie, Palestine, Koweit,
Qatar, Bahrein, Arabie Saoudite, Emirats arabes unis, Oman et Yémen) et dans Afrique
(Tchad, Algérie, Egypte, Mauritanie, Maroc, Somalie, Djibouti et Ethiopie) [11-12].
Distribution générale : Nord et Est de 1'Afrique, Sahara, Arabie, Asie occidentale jusqu'en
Inde ;

Collection : herbier de I’ Afrique du nord ;

Famille : Ephédraceae ;

Genre : Ephédra ;

Espece : Ephédra rollandii ;

Nom : Ephédra rollandii Maire ;

Pays d’origine : Sahara Occidental ;

Localité : Ain-Chegga, dans 1'oued- Algérie.
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1.4 Usages traditionnels

Le dispensatoire chinois écrit en 1569 mentionne que Les especes d’éphédra étaient utiles
comme antipyrétique, diaphorétique, stimulant circulatoire et sédatif pour la toux.
Cependant, I’éphédra a été utilisé dans la médecine chinoise pour traiter les allergies,
l'asthme, les poumons congestion, frissons, rhumes, rhume des foins, toux, cedéme, fiévre,
grippe, maux de téte et congestion nasale. La plante était également traditionnellement
utilisée en Russie pour le traitement respiratoire troubles et rhumatismes pendant de
nombreux siécles. Le Amérindiens et Espagnols du sud-ouest Etats-Unis ont utilisé
I'éphédra pour divers médicaments fins, en particulier les maladies vénériennes [13-14].
Un principe actif a été isolé pour la premiere fois par Yamanashi en1885. En 1887, il
obtient I'alcaloide sous forme pure et la nommé éphédrine. Investigation pharmacologique

indiqué que le médicament était toxique, mydriatique et sympathomimétique [15].

I.5 Les alcaloides

1.5.1 Définition

Plusieurs définitions du terme alcaloide ont pu étre données depuis son apparition en 1819,
ou W. Meissner a défini les alcaloides comme étant des substances dérivées de plantes qui
réagissent comme des alcalis. Cette définition est aujourd’hui trés réductrice car les
alcaloides ne sont pas isolés simplement des plantes mais également des champignons et

du régne animal [16].

Au 20°™ siecle, des tournures différentes sont utilisées, la plus récente étant celle de S. W.
Pelletier en 1983 : un alcaloide est un composé organique cyclique contenant un atome
d’azote dans un degré d’oxydation négatif [17].

Dans son livre, M.Hesse définit les alcaloides comme étant des substances organiques
d’origine naturelle contenant un ou plusieurs atomes d’azote avec un caractére basique de

degré plus ou moins fort [18].
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I.5.2 Classification et structures chimiques des alcaloides

A ce jour, plus de 15 000 alcaloides différents ont été isolés. La définition des alcaloides
étant déja difficile, la classification de ceux-ci n’est pas plus simple.

La classification des alcaloides tient compte de deux parametres distincts : la position de
I’atome d’azote au sein de la structure et les différentes fonctions qui en découlent, et la
famille de plantes dont ils sont extraits (90% des alcaloides sont issus de plantes). On

distingue trois types d’alcaloides :

1.5.2.1 Les pseudo-alcaloides

Ne possedent pas d’azote intra cyclique et I’incorporation de 1’azote dans la structure se

fait en phase finale : exemple la cocaine.
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Figure 1.3 : structure des pseudos-alcaloides.
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1.5.2.2 Les proto-alcaloides

L’azote n’est pas inclus dans un systeme hétérocyclique. Ils sont €élaborés a partir d’acides

aminés, exemples : mescaline, hordéine, éphédrine, colchicine.

MeO

NH,
MeO

OMe

Figure 1.4 : structure de la mescaline.

1.5.2.3 Les alcaloides vrais

On les classe suivant la nature de leur cycle. L’atome d’azote est inclus dans un
hétérocycle ; Bio synthétiquement formés a partir d’acides aminés ; possedent une

activité pharmacologique marquée [19].

COCHE
‘ N\
s r~|4 MeO H
- CH, OMe
N O
OCMe
Nicotine colchicine

Figure L5 : structure des alcaloides vrais.
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I.6 Nomenclature des alcaloides

Les noms des alcaloides ne sont pas codifiés par une nomenclature officielle. En regle

générale, le nom dérive de la plante dont 1’alcaloide a été extrait (Ex : la cocaine est

extraite de la coca). On trouve aussi des noms dérivant de la personne qui a découvrir la

plante (Ex : La spegazzine extraite de 1’aspidosperma par Spegazzini). En francais et en

anglais, le suffixe "-ine" est utilisé le plus communément, mais plusieurs alcaloides

peuvent étre isolés d’une méme plante, c’est pourquoi on peut trouver d’autres suffixes

comme "-idine", "-anine",

"-aline" ou "-inine". Pour les alcaloides dérivés du regne animal ou des champignons, le

méme type de "regles" est appliqué. [20]

1.7 Propriétés physico-chimiques

>

Les alcaloides sont des corps de masses moléculaires faibles et de fonction
basique [21]. Cette dernic¢re est un facteur d’instabilité pour ces molécules qui a
I’état de base et en solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a I’oxygene
[22].

Les alcaloides non oxygénés (nicotine), sont des liquides huileux volatils,
fréquemment odorants, par contre les alcaloides oxygénés sont en général
solides, cristallisé€s, inodores et de saveur amere.

Ils peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou
les argiles du type bentonite [23].

Ils se combinent avec les acides et forment des sels, généralement solubles dans
I’eau [24].

La solubilité des alcaloides dans les solvants organiques tels que: 1’alcool,
I’éther, le benzene et le chloroforme est en général ¢élevée par rapport a la
solubilité dans I’eau, puisque la plupart de ces substances sont insolubles ou

peu solubles dans 1’eau [19].
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Tableau I.1 : La solubilité des alcaloides dans les solvants organiques.

PHASE
Solvants organiques
Eau Solvants organiques polaires
apolaires (hexane,
(méthanol, éthanol)
FORME chloroforme...)
Base Insoluble Soluble Soluble
Sel Soluble Soluble Insoluble

» Les procédés d’extraction des alcaloides sont basés sur la solubilité différentielle

dans divers solvants [25].

» Les alcaloides précipitent avec certains réactifs spécifiques appelés « réactifs des

alcaloides ». Les plus importants sont les réactifs iodés tels que :

1)- Solution neutre de mercuriodure de potassium ou réactif de Mayer

(précipité blanc jaunatre).

2)-Solution acide d’iodobismuthate de potassium ou réactif de Dragendorff

(précipité rouge orangé).

3)-Solution d’iodure de potassium iodé ou réactif de Bouchardat (précipité brun)

[26].
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1.8 L’intérét actuel des alcaloides

Du fait de leurs roles physiologiques ou de leurs activités biologiques spécifiques, les
molécules alcaloides restent des importants réactifs biologiques. Elles présentent un intérét
toujours actuel en thérapeutique. Si la recherche des principes actifs continue activement

en ce qui concerne les plantes médicinales et/ou toxiques.

La nicotine est un insecticide végétal naturel. Ses effets sont multipliés si le composé
toxique est ajouté a une émulsion d'huile végétale, dite huile blanche. L'ensemble est assez

vite biodégradable. La ryanodine a été employée comme insecticide végétal. [27]

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire jouent
un rodle écologique de défense contre des herbivores, ils trouvent cependant

plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’homme :
* Antitumoraux : vincaleucoblastine, vincristine, taxol, camptothecine.
* Antalgiques : morphine, codeine.
* Spasmolytiques : tubocurarine et papaverine.
* Vasodilatateurs : vincamine et ajmalicine.
*  Emétiques : émétine.
* Antitussifs : codéine.
* Antiarythmiques : quinidine et ajmaline.
* Antipaludiques : quinine.
* anti-tumeur, sympathomimétique : éphédrine. [28]

 Ils sont également des agents de traitement de la maladie d’Alzheimer :

galanthamine.
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Introduction

Ce chapitre décrit brievement le principe et le mécanisme d’extraction des alcaloides. Il
décrit d’un point de vue génie chimique I’aspect théorique sur le transfert de matiere et les
trois méthodes générales d’extraction (Extraction par les solvants organiques non polaires,
extraction par les solvants organiques polaires, extraction par 1’eau acide). Ainsi que les
différents parametres influengant [’extraction. Ainsi qu’un rappel sur les plans

d’expériences et leurs avantages.

IL.1 Principe de I'extraction des alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques a caractere basique, existent dans les plantes
a 1'état de combinaisons salines, le plus souvent sous forme de sels d’acides minéraux ou
organiques, donc leur extraction a partir de la matiere végétale est basée sur la différence de
leurs solubilités en milieu acide et en milieu alcalin. [29]

% Les alcaloides, a pH basique, sont sous forme de bases insolubles ou peu solubles
dans 1'eau, et solubles dans les solvants organiques apolaires et les alcools a titre
élevés.

«» En milieu acide, les alcaloides sont a 1'état de sels fortement solubles dans 1'eau et
les alcools dilués, ils sont par contre insolubles dans les solvants organiques

apolaires. [30]

I1.2 Mécanisme de I‘extraction

L extraction solide/liquide est réalisée par contact intime entre le solide et le solvant. Au
cours de l‘extraction, la concentration du soluté dans le solide varie sans interruption, ce
qui explique un état non stationnaire de transfert de matiere. Une série de processus
successifs a lieu, traduisant 1‘interaction entre le solide contenant initialement le soluté, et
le solvant effectuant la séparation ; ces processus concernent :

1. la diffusion du solvant au sein de la matrice solide.

2. la dissolution du soluté dans le solvant.

3. la diffusion du soluté dissous dans le solvant de la matrice solide vers la surface.

4. le transfert par convection ou diffusion du soluté contenu dans la solution pres du solide

vers la masse restante du solvant.




Meéthode d’extraction et optimisation des parameétres
Chapitre Il d’extraction

I1.3 Méthodes d’Extraction des alcaloides

L’extraction est basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu acide et en
milieu alcalin ; ils vont ainsi pouvoir étre séparé des autres constituants du végétal qui
posseédent les mémes solubilités quel que soit le pH. Dans tous les cas, il faudra
préalablement pulvériser la plante végétale pour la rendre perméable aux liquides
d’extraction

Il existe trois types généraux d’extraction :

» Extraction par les solvants organiques non polaires.

» Extraction par les solvants organiques polaires.

» Extraction par I’eau acide. [31]
I1.3.1 Extraction par les solvants organiques non polaires
Une fois la plante séchée et pulvérisée est traitée par un alcali (ammoniaque, carbonate de
sodium, eau de chaux ...), les alcaloides libérés sont ensuite extraits par un solvant
organique non polaire. L’épuisement se fait a froid par macération, percolation, ou le plus
souvent, a 1’aide d’un appareil a épuisement continu (Soxhlet). On obtient une poudre

épuisée et une solution organique dans laquelle les alcaloides se trouvent a 1’état de bases.

[31]

I1.3.2 Extraction par les solvants organiques polaires

La poudre végétale est pulvérisée et traitée par une solution alcoolique acide ; celle-ci est
évaporée a sec. Le résidu est repris par 1’eau acide, apres alcalinisation la solution aqueuse
est épuisée par un solvant organique non polaire. On obtient une solution organique
d’alcaloides a 1’état de base, on évapore le solvant, un résidu d’alcaloides (bases) est

récupéré. [31]

I1.3.3 Extraction par I’eau acide

La poudre végétale pulvérisée est épuisée par I’eau acide. On obtient alors une solution
aqueuse acide de sel d’alcaloides. Un agent alcalin est alors ajouté, on obtient ainsi un
précipité d’alcaloides basique qu’on peut extraire par un solvant organique apolaire, apres

un lavage par de I’eau distillée et séchage par un agent déshydratant. [31]

B
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I1.4 Aspects théoriques sur le transfert de matiere

Le transfert de mati¢re désigne le passage de toute espéce moléculaire d’une phase a une
autre tendant a amener le systéme a 1’équilibre thermodynamique. Si, par conséquent, un
constituant prend naissance ou disparait localement dans le mélange, il se produira un
transfert de ce constituant de la partie la plus concentrée vers la partie la moins concentrée
[32].

Lors de I’extraction solide liquide, les particules solides constituent la phase interne, alors
que le liquide est considéré comme phase externe, la maticre est alors le siege de deux
types de transfert :

» transfert externe: en régime permanent, le soluté est entouré d’une couche
laminaire immobile, plus ou moins épaisse qu’il doit franchir pour accéder a la
surface externe du solide. Ce film laminaire ou film limite oppose donc une
résistance au passage des molécules et provoque une diminution de concentration,
qui est la force motrice de la diffusion. Si la phase fluide est agitée, le transfert de
matiere a lieu par transport.

» transfert interne : il s’effectue de I’interface au centre géométrique du solide (ou en

sens inverse). Il obéit alors a la loi de Fick. [33]

Le concept de vitesse de diffusion a I’intérieur d’une matrice solide est difficile a étudier.
Dans les situations pratiques, on a des conditions non stationnaires, avec une concentration
du soluté qui varie selon le temps et la position dans la particule. Cette diffusion est
généralement décrite par la seconde loi de Fick :

Considérons un volume de matiere compris entre x et x+dx, comme indiqué ci-dessous, et

exprimons la conservation de 1'espece diffusante pendant un temps dt.

[l', /': T f:'l_"l

/ / aire unité

Figure II.1 : variation de flux au bout de temps
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La somme algébrique des flux entrant est égale a la variation de la concentration de

l'espece diffusante dans le volume considéré :

[J(x)—J(x+dx).dt=%.dt.dx (1)
aJ _ dc
- a.dx.dt— at.dt.dx (2)
9] _ ac
T oox ot (3)

Cette équation est valide pour la diffusion d’un soluté dans un corps poreux rigide sous la
condition que la structure soit considérée comme quasi homogene et macroscopiquement
isotrope.
Dans le cas de la matiere végétale, le coefficient de diffusion moléculaire doit €tre un
coefficient de diffusion apparent qui tient compte de la porosité et de la tortuosité de la
matrice solide [34].
La matiere végétale a une microstructure complexe formée de cellules, d’espaces
intercellulaires, de capillaires et de pores. Sa description par les outils classiques du génie
chimique n’est pas toujours aisée. On peut toutefois tenter de définir et de mesurer les
caractéristiques suivantes :

» la porosité,

> la tortuosité,

» lataille et la forme des particules,

» la surface spécifique d’échange. [1]

La porosité € de la matiere végétale est généralement élevée. En outre, la taille des pores
n’est pas uniforme compte tenu de la complexité de la structure végétale. Elle comprend
des cavités de tailles variables, d’autres éléments constitués de contours solides et un
intérieur liquide ou enticrement vide. La tortuosité T est donc tres variable. De plus, elle est

difficilement accessible a la mesure contrairement a la porosité.
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I1.5 Parametres influencant I’extraction

I1.5.1 La température

L’¢lévation de la température augmente la solubilité et la diffusivité de la solution et réduit
sa viscosité. Mais elle augmente aussi la perméabilité des parois cellulaires et donc
diminue la sélectivité. La température opératoire est limitée par les risques de dégradation
thermique des produits et par la sécurité de I’installation en présence de solvants. Il est

difficile de cerner de fagon simple 1‘influence de la température sur 1‘extraction.

Dans la plupart des cas, les gammes élevées de température sont favorables au rendement
d‘extraction et ceci pour quatre principales raisons :

» La chaleur facilite l‘extraction en perméabilisant les parois cellulaires par
dénaturation.

» La gamme des hautes températures usuelles, augmente la solubilité des matieres a
extraire.

» Enfin, elle diminue la viscosité des solvants d‘extraction, ce qui facilite non
seulement le passage du solvant a travers la masse de substrat solide, mais aussi les
opérations ultérieures de séparation.

La limite supérieure de la température est imposée par le point d*ébullition du solvant, par
les risques de :

» Dégradation thermique du soluté.

» Risques d‘extraire des composés nuisibles. [35]

I1.5.2 Temps d‘extraction

Le temps d’extraction correspond au temps nécessaire au solvant pour pénétrer dans la
matiere végétale et extraire la totalité des substances naturelles.

Les quantités de substances extraites sont fonction du temps de séjour du matériel au sein
du solvant (temps nécessaire a la pénétration du solvant a l‘intérieur des vacuoles,
dissolution du composé etc....).

Généralement, une €lévation de la température traduisant 1‘agitation moléculaire permet de

diminuer les temps de contact et sans diminution notable du rendement.
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A titre indicatif, une méthode comme la macération dure environ 8 a 10 jours, par contre
des méthodes comme la décoction ne nécessitent que des temps de contact rapides de

I‘ordre d‘une dizaine de minutes. [36]

I1.5.3 Rapport solvant-solide

Le rapport solvant-solide a également un effet sur le rendement d’extraction, lorsque le
ratio entre le solvant et le solide est grand, la quantité totale de composés extraits est plus
élevée. Cependant, méme si les rendements sont plus grands dans les cas de rapports
solvant-solide importants, 1’utilisation de grandes quantités de solvant n’est pas souhaitable
car les concentrations des molécules d’intérét dans les extraits sont faibles et plus d’énergie

est nécessaire pour ¢liminer le solvant et obtenir I’extrait sec. [37]

I1.5.4 Coefficient de partage

Un soluté présent dans une phase au contact d’une seconde phase évolue jusqu’a atteindre
d’un équilibre thermodynamique. C’est a partir de cet état que Ion peut définir le
coefficient de partage qui rend compte de sa distribution dans chacune des phases. Il

s’applique aux couples de phases liquide/liquide ; liquide/solide ou gaz/liquide. [38]

Dans un premier temps, nous rappelons les principes des équilibres entre phases. Nous
présentons la méthodologie adoptée pour la détermination expérimentale de la propriété de

partage.

Soit «A» une substance soluble a la fois dans 1’eau et un autre solvant, a 1’équilibre

hétérogene de partage de A entre les phases liquides.
A eau ==========> A solvant (1)

On définit la constante d’équilibre D, coefficient de partage de la substance A entre le

solvant et la phase aqueuse [39].
D= [A]eau/ [A]solvant (2)

Le coefficient de partage, qui rend compte de 1’affinité relative d’un soluté présent entre
deux phases, est une propriété utilisée dans de nombreux domaines : biochimique, médical,

pharmacologique, ou encore dans le domaine environnemental.
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Plusieurs facteurs peuvent influencer le coefficient de partage : la température, le pH, les

propriétés de la molécule (taille) et la composition du milieu.

I1.5.5 Influence du solvant

Les solvants souvent utilisés sont I’eau, les alcools (méthanol, éthanol), les hydrocarbures
(hexane), le CO» supercritique. La taille des molécules de solvant exerce une influence sur
la diffusion. Il est également question de sélectivité, afin d’extraire le maximum de soluté
et le minimum des autres constituants de la matiere végétale. Car il va falloir ensuite
séparer le soluté des autres molécules extraites. Le choix d’un solvant a faible viscosité et
de masse volumique peu élevée est recommandé pour faciliter la diffusion dans le solvant,
I’agitation et la séparation mécanique [40].

L’eau est souvent utilisée comme solvant pour 1’extraction de biomolécules a partir de
sources végétales, sa polarité permet de dissoudre beaucoup de composés phénoliques

antioxydants polaires [41]
Le choix du solvant se fait selon plusieurs criteres [42] :

» la solubilité des composants spécifiques dans le solvant.

» la régénération du solvant si celui-ci doit étre réemployé. Il ne doit pas former
d’azéotrope avec un des composés qu’il solubilise et sa chaleur latente doit étre
faible.

> la tension interfaciale et la viscosité, car le solvant doit correctement mouiller la
matrice solide.

» idéalement il doit &tre non toxique, stable, non réactif, non inflammable, inoffensif

pour I’environnement et peu coliteux.

I1.5.6 Influence de l'agitation

L’agitation du milieu a pour effet d’augmenter la surface de contact et I’homogénéisation
entre les phases et de favoriser la diffusion du soluté au sein de chaque phase. [43]. Elle a
un effet toujours favorable sur I’opération de transfert, car elle permet de réduire la
résistance au transfert de solutés au niveau de I’interface solide-liquide (couche mince) et

I’augmentation du coefficient de transfert. [44.45]

j
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I1.5.7 Influence du pH

La polarité de beaucoup de composés varie avec le pH du solvant, par conséquent leur
solubilité dépend aussi de I’acidité ou basicité du solvant [46]. La valeur du pH intervient
sur la dissolution des composés solubles ainsi que sur la solubilisation des fractions
hydrolysables. Il est généralement mis a profit pour apporter a 1’extraction une certaine
sélectivité [47]. Des transformations chimiques ont été mises en évidence pour les pH
fortement acide. Ces travaux ont laissé supposer une transformation chimique des

composés sous I’action des protons H* [48].
I1.5.8 Taille des particules

Le broyage du solide permet d‘intensifier les phénomenes de transfert du solvant a travers
I‘augmentation de la surface spécifique (surface d‘échange entre le solvant et le solide)
mais également la réduction de la distance de pénétration dans le matériel. Nous pouvons
ainsi citer a titre d‘exemples que de plus grands rendements d'extraction ont été observés

avec la diminution de la taille des particules [49].
I1.5.9 Le pouvoir extractant

Lestimation de l‘efficacit¢ d‘un solvant ne peut étre réduite aux seules propriétés
chimiques de polarité et d‘affinité vis a vis de 1‘eau. Nous devons également tenir compte
des propriétés physiques déterminant la capacité du solvant a pénétrer dans une matrice
poreuse, nous parlons alors du pouvoir extractant qui est défini par la capacité du
solvant a pénétrer et a diffuser dans la structure végétale de telle sorte qu‘il rencontre et

entraine les molécules cibles.
I1.5.10 La capacité de pénétration

Plus la tension superficielle d‘un liquide dans lequel on immerge un solide poreux
tel qu‘un substrat végétal est faible, mieux est assuré le mouillage des pores, et ce, d‘autant
plus que ces pores sont de petite dimension ; c‘est ainsi qu‘est assurée une
efficacité dans la pénétration du liquide, notamment dans le cas d‘une maticre a
organisation cellulaire. Plus la viscosité est faible, mieux le liquide s‘écoule dans les

pores et mieux il circule dans les espaces intercellulaires. [50]
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I1.6 Plan d’expériences

Les études réalisées sur l'extraction suivaient souvent la méthode conventionnelle
d'expérimentation ol I'un des facteurs est varié a la fois et les autres restent constants, alors

que les plans d'expériences permettent de varier les différents parametres simultanément.
I1.6.1 Les avantages des plans d'expériences

» Obtention du maximum d'informations avec une consommation minimale de temps

et de ressources.

» Facilité d'optimisation.

A\

Evaluation des interactions entre les différents facteurs.
» Offre de I’information plus précise et plus compléte avec le méme nombre d'essais
que la méthode conventionnelle.

» Evaluation des effets des facteurs sur les réponses.

Ceci va permettre de diminuer fortement le nombre d'expériences a réaliser tout en

augmentant le nombre de facteurs étudiés.
En résume, les avantages les plus connus des PE sont : [51]

> L'efficacité.
» L’exactitude.

» L'évaluation des interactions.
I1.7 Méthodes d’extraction des Alcaloides par les ultrasons

e Principe :

Le procédé d’extraction par ultrasons est basé sur le principe de la cavitation. La
propagation d’une onde ultrasonore dans le milieu donne lieu a des régions de compression
et de dépression, a cause des oscillations mécaniques des éléments de matiere. Les micro-
jets produits par ce phénomene aident a détruire les parois de la matrice végétale. Cette
derniere facilite la pénétration du solvant dans les cellules et permet le contact entre le

solvant et les substances emprisonnées dans la matiere végétale. [52]
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Chapitre Il d’extraction

Il existe deux conceptions générales des extracteurs assistés par ultrason: les bains
ultrasoniques ou les extracteurs fermés équipés d'un capteur ultrasonique. Les effets
mécaniques des ultrasons induisent une plus grande pénétration du solvant dans les
matériaux cellulaires et améliorent le transfert de masse. Les ultrasons dans l'extraction
peuvent également perturber les parois cellulaires, facilitant la libération de leur contenu.
Par conséquent, 1‘efficacité de rupture des cellules et du transfert de masse sont cités en
tant que deux facteurs principaux menant aux bonnes performances de I'extraction avec la

puissance ultrasonique. [53]
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Introduction

Ce chapitre décrit le procédé adopté pour 1’extraction des alcaloides en présentant en
premier lieu les réactifs et la matiere végétale utilisée. Il décrit d’un point de vue physico-
chimique les différentes techniques de caractérisation qualitative et quantitative des
alcaloides, et d’un point de vue microbiologique I’activité antioxydant des alcaloides

extraits.
II1.1 Réactifs utilisés

Tableau III.1 : Réactifs utilisés dans ce travail.

Nom usuel Formule Role La firme
brute
Hexane CeH14 Délipidation BIOCHEM
Chemopharma
Méthanol CH3OH Conservation des WWR
alcaloides Chemicals
Acide chlorhydrique HCl Préparation de la BIOCHEM
phase aqueuse Chemopharma
Chloroforme CHCls Extraction liquide BIOCHEM
liquide Chemopharma
Hydroxyde NH;OH Ajustement de pH BIOCHEM
d’ammonium Chemopharma
sulfate de sodium NaxSOq4 Sécher Panreac
anhydre La phase organique
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I11.2 Préparation du matériel végétal

La matiere végétale utilisée est Ephédra rollandii maire. Elle a été récoltée dans la région
d’Oued Souf. Les feuilles de cette plante ont été sécher a I'ombre et a température ambiante

dans un endroit aéré pendant 30 jours.

Voir ci-dessous la figure qui montre les feuilles seches de cette plante

Figure I1I. 1 : Séchage des feuilles d'éphédra rollandii.

I11.2.1 Préparation de la poudre végétale

Les feuilles seches de la plante, sont finement broyées a I’aide d’un broyeur électrique,
puis tamiser en utilisant un tamiseur de granulométrie de diametre inférieur a 200 pm.

La poudre obtenue est conservées a 1’abri de la lumiére dans des boites en verre. Par la
suite cette poudre est délipidée avec I’hexane par macération et sous agitation mécanique
douce, a température ambiante pendant trois heures, ensuite filtré et laissé sécher tout une

nuit.

I11.2.2 Détermination du taux d'humidité

On procede a une dessiccation de 1'échantillon a analyser avec une masse de 5 g dans une
étuve a une température de 104 °C, sous une pression atmosphérique pendant 1h. On pese
I'échantillon et on répete l'opération chaque heure jusqu'a l'obtention d'une masse
pratiquement constante. Pour éviter toute reprise d'humidité, il convient de laisser

'échantillon refroidir dans un dessiccateur avant de peser. [54]
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La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante :

M X 100
Ms

Teneur en eau (%) =

D’ou:

M : masse en g de la prise d'essai avant séchage.

M:s : masse en g de la prise d'essai apres séchage.

II1.3 Extraction des alcaloides

IT1.3.1 Principe d’extraction des alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques a caractere basique qui existent
habituellement dans les plantes a I'état de combinaisons salines et dont I’extraction est
basée sur la différence de leurs solubilités en milieu acide et en milieu alcalin. Les
alcaloides, a pH basique, sont sous forme de bases insolubles ou peu solubles dans I'eau, et

solubles dans les solvants organiques apolaires.

En milieu acide, les alcaloides sont a 1'état de sels fortement solubles dans l'eau et les

alcools dilués, ils sont par contre insolubles dans les solvants organiques apolaires.

La méthode d'extraction suivie dans ce travail est ’extraction par 1'eau acidifiée. Cette

méthode d'extraction a été effectuée selon le protocole suivant : Figurelll.2

e | V.

S e b
Broyage Agtation dumelange  Fitration Evaporation  Conservation
sous vide

Figurelll.2 : Dessin représentatif des étapes d’extraction effectuée.
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>

Sg de la poudre délipidée est mélangée a 100 ml d’une solution aqueuse d'acide
chlorhydrique et mis dans un erlenmeyer de 250 ml, le mélange est mis sous
agitation a pression atmosphérique pendant une période bien déterminée. La
concentration de la solution aqueuse d’acide chlorhydrique, le rapport (masse
végétale /solution aqueuse) (Ratio), le temps d’agitation et la température sont
différents.

Apres un temps précis d’agitation une filtration est réalisée, le filtrat récupéré est
alcalinisé jusqu’au pH=10 avec quelques gouttes d’hydroxyde d’ammonium
concentré. [55]

Une extraction (liquide/liquide) des alcaloides est réalisée par 1’ajout du
chloroforme dans une ampoule a décanter jusqu’a épuisement total des alcaloides
dans la phase aqueuse. [56]

En lave la phase organique récupérer par de 1'eau distillée. Ce lavage est réalisé en
trois fois pour éliminer toute sorte d'impuretés.

La phase organique est alors séchée par ’ajout de sulfate de sodium anhydre
(Na2S0s4), puis évaporée a sec a 1’évaporateur rotatif.

Apres refroidissement, nous récupérons une poudre blanchatre d’alcaloides (Figure
I11.3).

Le résidu sec obtenu est pesé et récupéré par le méthanol puis conservé au

réfrigérateur dans des flacons bruns.

Poudre blanche —»> *) \D)

Figurelll.3 : Résidu sec des alcaloides.
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I11.3.2 Extraction des alcaloides assistée par ultrasons

Les conditions optimales obtenue lors des essais d’extraction par 1’eau acidifiée sont
prisent et reproduites par extraction assisté par ultrason dans un bain ultrason (Figure I11.4)
pour faire une comparaison entre les deux méthodes. L’essai a été réalisé avec une
fréquence de 35 KHz et une température de 25°C pendant 15min. Une fois filtrée, la
solution subit les mémes étapes d’extraction avec 1’eau acidifié jusqu’a ’obtention de

I’extrait d’alcaloides.

. S

Figurelll.4 : bain ultrason.
II1.4 Détermination du taux d’extraction

Les extraits récupérés apres 1’évaporation a sec sous pression réduite ont été pesés pour
déterminer le poids sec résultant ; le rendement a été calculé par rapport a 5 g de matériel
végétal sec, les résultats sont exprimés en pourcentage.

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

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Taux d’extraction (%) = @ %100

D’ou:
Po : poids du bécher vide (g).
P1 : poids du bécher apres évaporation du solvant (g).

E : poids de I’échantillon initial (g).
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I11.5 Plan d'expériences

ITL.5.1 Choix du plan d’expériences

Afin d’étudier notre procédé d’extraction nous avons utilisés un plan factoriel complet a

deux niveaux, cinq facteurs et trois points au centre.

Les facteurs étudiés sont :

YV V V V V

Les niveaux hauts (+1) et bas (-1) pour chaque facteur sont donnés dans le tableau suivant :

Temps d’extraction (Xi)
Température (X2)
Concentration d'HCI (X3)
Rapport sol/liq (X4)
Coefficient de partage (Xs)

Tableau II1.2 : plan de la matrice expérimentale

Facteurs Codes Niveaux hauts (+1) | Niveaux bas (-1)
Temps d’extraction(h) X 4 2
Température °C X2 90 30
Concentration d'HCI X3 0.2 0.1
mol/l
Rapport sol/liq X4 20:1 10 :1
Coefficient de partage X5 2 1

I11.5.2 La matrice des expériences

Le nombre d’expériences pour la présente étude est déterminé par 1’équation suivante :

Sachant que :

N : le nombre d’expériences.

L : le nombre de niveaux.

N=IP+c¢c
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P : nombre de facteurs.
C : nombre de points au centre.

Donc pour notre cas le nombre d’expériences que nous devons réaliser pour étudier le

procédé¢ d’extraction est de 35 expériences.

Les essais et les différents parametres d’extractions sont alors rapportés dans le tableau

1.3

Tableau II1.3 : Matrice d’expérience.

Temps Température = Concentration Ratio Coefficient de
N° (h) O de HCL partage
Niveau | Valeur | Niveau | Valeur | Niveau | Valeur | Niveau | Valeur | Niveau | Valeur
1 -1 2 -1 30 -1 0.1 -1 10:1 -1 1
2 +1 4 -1 30 -1 0.1 -1 10:1 | -1 1
3 -1 2 +1 90 -1 0.1 -1 10:1 -1 1
4 +1 4 +1 90 -1 0.1 -1 10:1 | -1 1
5 -1 2 -1 30 +1 0.2 -1 10:1 -1 1
6 | +1 4 -1 30 +1 0.2 -1 10:1 -1 1
7 | -1 2 +1 90 +1 0.2 -1 10:1 -1 1
8 +1 4 +1 90 +1 0.2 -1 10:1 -1 1
9 -1 2 -1 30 -1 0.1 +1 20:1 -1 1
10 | +1 4 -1 30 -1 0.1 +1 20:1 | -1 1
11 -1 2 +1 90 -1 0.1 +1 20:1 -1 1
12 +1 4 +1 90 -1 0.1 +1 20:1 | -1 1
13 -1 2 -1 30 +1 0.2 +1 20:1 | -1 1
14  +1 4 -1 30 +1 0.2 +1 20:1 | -1 2
15 -1 2 +1 90 +1 0.2 +1 20:1 | -1 2
16  +1 4 +1 90 +1 0.2 +1 20:1 | -1 2
17 -1 2 -1 30 -1 0.1 -1 10:1  +1 2
18 | +1 4 -1 30 -1 0.1 -1 10:1 | +1 2
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19 | -1 2 +1 90 -1 0.1 -1 10 :1 +1 2
20  +1 4 +1 90 -1 0.1 -1 10 :1 +1 2
21 | -1 2 -1 30 +1 0.2 -1 10 :1 +1 2
22 | +1 4 -1 30 +1 0.2 -1 10 :1 +1 2
23 | -1 2 +1 90 +1 0.2 -1 10 :1 +1 2
24 | +1 4 +1 90 +1 0.2 -1 10 :1 +1 2
25 -1 2 -1 30 -1 0.1 +1 20 :1 +1 2
26  +1 4 -1 30 -1 0.1 +1 20 :1 +1 2
27 -1 2 +1 90 -1 0.1 +1 20 :1 +1 2
28 | +1 4 +1 90 -1 0.1 +1 20 :1 +1 2
29 | -1 2 -1 30 +1 0.2 +1 20 :1 +1 2
30 | +1 4 -1 30 +1 0.2 +1 20 :1 +1 2
31 | -1 2 +1 90 +1 0.2 +1 20 :1 +1 2
32 | +1 4 +1 90 +1 0.2 +1 20 :1 +1 2
330 3 0 60 0 0.15 0 15:1 0 1.5
34 0 3 0 60 0 0.15 0 15:1 0 1.5
3510 3 0 60 0 0.15 0 15:1 0 1.5

I11.5.3 exploitation des résultats

Les valeurs obtenus ont été introduite dans le logiciel MODEG6 (2001, suede) afin de
déterminer les effets des facteurs et leurs interactions ainsi que le modele mathématique du

procédé.

L’équation générale du modele mathématique d’un plan factoriel complet est donnée par

I’équation polynomiale :

n n n
Y:ﬁ0+zﬁixi+2 Z ﬁijxixj+e
i=1

i=1 j=i+1
Ou: « Y » est la réponse, « Po» est la valeur de la réponse au centre du domaine d‘étude,
« Bi » est 1‘effet du facteur 1, « Bij » est I’effet de I’interaction entre les facteurs i et j, « X »

est le niveau attribué au facteur 1.
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II1.6 Caractérisation des alcaloides

I11.6.1 Réactions de précipitation

Les alcaloides précipitent sous I’action de certains réactifs appelés « les réactifs généraux
des alcaloides ». Ces réactions sont fondées sur la capacité des alcaloides a se combiner
aux métaux lourds (Bismuth, Mercure, Iode...) en milieu aqueux légerement acide, Il en

existe plusieurs types. Dans notre travail on a choisie d’utilisé les réactifs suivants : [57]

» Réactif de Valser-Mayer (tétra-iodo-mercurate de potassium) qui donne un
précipité blanc jaunatre en présence des alcaloides.
» Réactif de Bouchardat (Iondo-iodurée de potassium) : donne un précipité brun en

présence des alcaloides.

I11.6.2 Caractérisation par chromatographie

I11.6.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie en couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes
d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le
long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide
de matiere plastique ou d'aluminium. Apres avoir déposé l'échantillon sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du
solvant. Généralement, en chromatographie en couche mince, les substances de faible

polarité migrent plus rapidement que les composants polaires.

e  Mode opératoire

» Un échantillon des sels d’alcaloides récupérés dans la solution aqueuse acidifiée
apres extraction

» Le témoin utilisé est chlorhydrate du pseudo éphédrine obtenue a partir du
médicament RHUMAFED.

» Pour la séparation nous avons utilisé des plaques de gel de silice déposé sur la

cellulose (plaque POLYGRAM gel 300 5x20 cm).
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e  Choix de la phase mobile
Parmi plusieurs systemes de solvants cités en bibliographie [58] nous avons choisi

le systéme suivant :

Nous avons utilisés la phase mobile suivante :
Méthanol / chloroforme / Ammoniaque (80/20/45) (V/V/V)
Chaque substance qui migre est caractérisée par son rapport frontal ou facteur de

retardement (Rf), ou encore facteur de rétention dont la valeur est comprise entre O et 1.

Re=d/D

d : Distance parcourue par la substance ;

D : Distance parcourue par le solvant ;

I11.6.2.2 Analyse par chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance, est sans doute la technique d’analyse et
de caractérisation la plus utilisée pour les extraits d’alcaloides, car elle représente une
haute résolution, une reproductibilité €levée, et une durée d'analyse relativement courte.
Elle peut étre employée pour la séparation, la détermination quantitative et l'identification

des alcaloides.

* Colonne utilisée
Les colonnes les plus utilisées sont les RP Cig de 125 millimetres de longueur avec un

diametre interne habituelle de 4,6 millimetres ; le volume d’injection est de 20 ul. [59]

 Phase mobile

Le solvant d’élution utilis¢ est 1’acétonitrile 0.1% et 1’eau légérement acide (50/50).
L’ajout d’acide en petite quantit¢ a pour but de supprimer l’ionisation des composés
phénoliques et des groupes carboxyliques ; apportant ainsi une bonne résolution et une

bonne reproductibilité de lecture. Le débit utilisé est ImL / min. [59]
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» La détection en HPLC

Les alcaloides absorbent bien les rayonnements UV et le détecteur d’UV ou d’UV-Vis

o7

o/

longueurs d’onde variables est le plus généralement utilisé en chromatographie liquide

haute pression. La longueur d'onde de détection est de 313 nm. [59]

I11.7 Activité antioxydant

Les antioxydants sont substance en faible concentration par rapport au substrat sont
susceptible d’étre oxydé. Elles préviennent ou ralentit I’oxydation de ce substrat. Ce sont
des molécules qui fixent les radicaux libres, protegent les protéines et diminuent ou

empéchent 1'oxydation d'autres substances chimiques.

I11.7.1 Evaluation qualitative de la capacité antioxydant

Les méthodes qualitatives sont utilisées pour repérer, mais surtout pour dépister I’activité
antioxydant des composés. Ces méthodes sont relativement peu nombreuses et font
intervenir en général, la coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence
d’agent antioxydant. De multiples études antérieures ont ciblé l'activité antioxydant de
différentes especes de ['Ephédra, alors qu'aucune étude n'a évalué le potentiel antioxydant

des extraits de I'Ephédra rollandii.

e Le principe
C’est une méthode largement utilisée dans I’étude de I’activité antioxydant. Le DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. La présence de ces radicaux donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux du DPPH par un

agent antioxydant entraine une décoloration de la solution.

e  Mode opératoire
» A 3 ml de la solution du DPPH (0.004%) préparée dans du méthanol, on ajoute 0,1
ml de chaque extrait a différente concentration (1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10 mg/ml).

» Pour le contrdle négatif, on mélangeant 0,1ml du méthanol avec 3 ml de DPPH.

v

Le blanc de I’appareil est le méthanol.

» incubation 30 minutes a température ambiante.
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» La lecture se fait a 517 nm, comparée au standard qui contient 1’acide ascorbique a
différentes concentrations : 0,01 : 0,02 : 0,04 : 0,06 : 0,08 : 0,1 : 0,12: 0,14 : 0,16 :
0,18 : 0,2 mg/ml. [60]

I11.7.2 Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage de réduction du DPPH est donné par la formule suivante :

A% =209 2100
AOQ

D’ou :

» A% : pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH.
» Ao : densité optique du DPPH seul.

» As: densité optique de DPPH contenant 1’échantillon a analyser.

NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H > O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure IIL.5 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH

entre l'espece radicalaire DPPH et un antioxydant (AH).
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Introduction
Dans ce chapitre nous allons présenter les différents résultats auxquels cette présente étude
a pu aboutir.
Les principaux résultats s’articulent autour de :
v" Optimisation des paramétres d’extraction des alcaloides dans les feuilles de la
plante Ephédra rollandii.
v’ Caractérisation avec des analyses physiquo-chimique des extraits d’alcaloides.

v' L’effet antioxydant des extraits d’alcaloides.

IV.1 Détermination de la teneur en eau de la plante d’éphédra rollandii
Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminé le taux d’humidité de notre plante
Ephédra rollandii. Cette méthode consiste a déterminer la perte en masse d’eau dans la
plante par dessiccation a 1’étuve. Nous avons révélé un taux d’humidité de 9.46%. Figure
Iv.l

Dans les organes végétaux, la teneur en eau est généralement tres supérieure a 1% et

dépasse souvent les 10%. [61]

M Eau W Poid sec

Figure IV.1 : Le pourcentage de la teneur en eau dans feuilles de la plante

Ephédra rollandii.
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IV.2 Optimisation des paramétres d’extraction des alcaloides dans les

feuilles de la plante Ephédra rollandii

Dans cette partie, on a choisi d’extraire les alcaloides de la poudre végétale de notre plante
par macération dans 1’eau acidifiée sous agitation, en variant la concentration de la solution
d’acide, en variant la température et le temps d’extraction, et aussi en faisant varier le
rapport de masse (poudre végétale/solution acides: Ratio), ainsi que le coefficient de
partage lors de ’extraction des alcaloides dans la phase organique . Pour ce 1a une matrice
des essais de plan d’expériences est établie.

Les rendements et les différents paramétres d’extractions sont alors rapportés dans le
tableau IV.1.

Tableau I'V.1 : matrice des essais de plan d’expériences

N° | Temps | Température | Concentration | Ratio | Coefficient | Rendement
(h) (°C) de HCI (mol/l) de partage (%)
1 2 30 0,1 10:1 1 5.4
2 4 30 0,1 10:1 1 4,33
3 2 90 0,1 10:1 1 6,91
4 4 90 0,1 10:1 1 7,22
5 2 30 0,2 10:1 1 6,25
6 4 30 0.2 10 :1 1 4.4
7 2 90 0,2 10:1 1 5,4
8 4 90 0,2 10:1 1 4.8
9 2 30 0,1 20:1 1 6,97
10 4 30 0,1 20:1 1 5,53
11 2 90 0,1 20:1 1 5,5
12 4 90 0,1 20:1 1 3,97
13 2 30 0,2 20:1 1 5,96
14 4 30 0,2 20:1 1 6,05
15 2 90 0,2 20:1 1 5,06
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6] 4 90 0.2 2011 I 3,47
17| 2 30 0.1 10:1 2 3,25
18 4 30 0.1 10:1 2 5,5
9 2 90 0.1 10:1 2 6,25
20| 4 90 0.1 10:1 2 10,75
21| 2 30 0.2 10:1 2 6,02
2| 4 30 0.2 10:1 2 5
3| 2 90 0.2 101 5 7
24| 4 90 0,2 10:1 2 8.5
25 2 30 0.1 20:1 2 532
26| 4 30 0.1 20:1 2 5,25
27| 2 90 0.1 2011 5 6
28| 4 90 0.1 20:1 2 6,2
29 2 30 0.2 201 2 721
30| 4 30 0,2 20:1 2 7,02
31| 2 90 0,2 20:1 2 6,2
32 4 90 0,2 20:1 2 5,63
33| 3 60 0,15 151 15 5,81
34| 3 60 0,15 I5:1 1.5 2,75
35 3 60 0,15 151 1.5 5

Le tableau montre que le domaine de variations des rendements est entre 2.75% et 10,75%
pour les limites choisies de température, temps, concentration de I’acide, ratio, et du

coefficient de partage.

IV.2.1 Etude statistique
Pour évaluer la fiabilit¢ d’un modele obtenu par les plans d’expériences, les valeurs de
quelques coefficients sont exigées. La figure IV.13 représente le coefficient de corrélation,

le coefficient de prédiction, la validité du modele et la reproductibilité.
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Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)

Summary of Fit

i

lodel Validity
eproducibility

1,00

0,80

0,20

R

Figure IV.2 : Histogramme représentant le coefficient de corrélation et le coefficient de

prédiction et la validité du modele et la reproductibilité.

La validité du modele ainsi que la reproductibilité des expériences sont excellentes. Afin
d’estimer le degré d’ajustement du modele par rapport a la réponse mesurée, le coefficient
de corrélation R? est demandé.

Pour le rendement la valeur de R? est égale a 0.827, cette valeur proche de 1 nous permis
de dire qu’il y a une bonne corrélation entre les résultats obtenus.

La valeur du coefficient de prédiction Q* est de 1’ordre de 0.44, cette valeur loin de 1
montre que la prédiction des rendements a I’intérieur des intervalles étudiés reste trés
difficile.

La difficulté de prédiction peut étre expliquée par la figure V.14 comparant les données
expérimentales et le modele de prédiction du rendement. La plus part des points sont

suivant la ligne medium a part certaines expériences comme I’expérience 13 et 20.
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Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
R

Observed

Predicted

N=34  R2=0,827 R2 Adj.=0,683
DF=18 Q2=0,440 RSD=0,7929
Figure IV.3 : Comparaison entre les données expérimentales et le modele prédiction du

rendement
IV.2.2 Modélisation mathématique

Le modele mathématique liant la réponse (le rendement, Y) avec les cinq facteurs du

procédé d’extraction étudié est le suivant :

Y=-0,0332347X1 + 0,289265X2-0,0116937X3- 0,173559X4+0,427127X5+ 0,167273X1X2-
0,223636X1X3-0,276364X1X4+ 0,432727X1X5- 0,39697X2X3- 0,726061X2X4a+ 0,44X2X5 +
0,124242X3X4+ 0,257576X3X5- 0,0375758X4X5+5,8567

1V.2.3 Effets des facteurs étudiés sur le rendement d’extraction

La représentation des effets des facteurs est d’une grande importance dans le but d’estimer

les variables ayant plus d’influence sur la réponse : le rendement R (%).

» Tous les facteurs influent positivement mais le rapport sol/liq influence
négativement par contre le coefficient de partage a ’influence la plus importante
sur le rendement.

» L’interaction entre la température et le ratio X»X4 a un effet négatif important.

» L’interaction entre la température et le coefficient de partage (X2Xs) influent

positivement.
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» L’interaction entre le temps et le coefficient de partage (XiXs) influent

positivement.

» L’interaction entre le temps et le ratio (X1X4) influent négativement.

Y

L’interaction entre la température et la concentration (X»X3) influent négativement.

A\

L’interaction entre la concentration et le coefficient de partage (X3Xs) influent
positivement.

L’interaction entre le temps et la concentration (X1X3) influent négativement.
L’interaction entre le temps et la température (X;X>) influent positivement.

L’interaction entre le ratio et le coefficient de partage(X4Xs) influent négativement.

YV V V V

L’interaction entre la concentration et le ratio (X3X4) influent positivement.

Tous ces résultats sont réunis dans la figure IV.2.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Scaled & Centered Coefficients for R
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Figure IV .4 : effets des facteurs et leurs interactions sur le rendement.

IV.2.4 Prédiction des résultats

Les contours représentant I’évolution du rendement en fonction de deux facteurs et en
fixant les trois facteurs restants au centre sont de 1’ordre de dix contours de prédiction. Ces

derniers vont étre présenté un a un dans cette partie du travail.

Le 1° contour (Figure IV.3) montre que lorsque le temps et la température augmentent le
rendement augmente. Donc ces deux facteurs influencent positivement sur la réponse

étudiée (R%).
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Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

ternp rat

2.0 2.5 2.0 3.5 4.0

Figure IV.5 : évaluation du rendement en fonction de temps et de température pour des

valeurs fixes de concentration [1.5] et ratio [15] et coefficient de partage [1.5].

Le 2°™ contour (Figure IV.4)montre que 2 basse température le rendement est

proportionnel a la concentration, par contre a des températures élevés le rendement est
inversement proportionnel.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

R

temp rat

0.10 012 .14 Q.16 0.18 0.20

concent

Figure IV.6 : évaluation du rendement en fonction de concentration et de température pour

des valeurs fixes de temps [3] et ratio [15] et coefficient de partage [1.5].
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Le 3°™ contour (Figure IV.5) montre que 2 basse température le rendement augmente avec

I’augmentation du ratio par contre, a des températures élevées le rendement diminue avec

I’augmentation du ratio.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

temp rat

w112 13 14 15 18 17 18 19 20

ratio

Figure IV.7 : évaluation du rendement en fonction de ratio et de température pour des

valeurs fixes de temps [3] et concentration [1.5] et coefficient de partage [1.5].

Le 4°™ contour (Figure IV.6) montre que lorsque le coefficient de partage augmente le

rendement augmente, donc le coefficient e partage est un parametre trés important.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plat

R

1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
coeff

Figure IV.8 : évaluation du rendement en fonction de coefficient de partage et de la

j

température pour des valeurs fixes de temps [3] et ratio [15] et coefficient de partage [1.5].
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Le 5™ contour (Figure IV.7), montre que l’influence de I’interaction entre la
concentration et le temps est la plus importante sur le rendement que les facteurs

indépendants. Elle est observée dans les premiers heurs d’extraction.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Caontour Plat

R

5.009 6.058
018 020

010 012

concent

Figure IV.9 : évaluation du rendement en fonction de temps et de concentration pour des

valeurs fixes de température [60] et ratio [15] et coefficient de partage [1.5].

Le 6°™ contour (Figure IV.8) montre que le rapport sol/liq dans les premiéres heures
d’extraction est proportionnel au rendement, par contre il est inversement proportionnel

lorsque le temps augmente.

Investigation: Alcaleide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20
ratio

Figure IV.10 : évaluation du rendement en fonction de ratio et de temps pour des valeurs

fixes de température [30] et concentration [1.5] et coefficient de partage [1.5].

E
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Le 7°™ contour (Figure IV.9) montre que le rendement augmente lorsque le coefficient de
partage augmente. La nature du contour non habituel est dus a la grande différence entre
les effets des deux facteurs, effectivement le coefficient de partage a une plus grande
influence que la température c’est pour cela que I’effet de cette derniére n’apparait pas

dans le contour.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

Figure IV.11 : évaluation du rendement en fonction de coefficient de partage et de temps

pour des valeurs fixes de température [30] et concentration [1.5] et ratio [1.5].

Le 8™ contour (Figure IV.10) montre que le rendement diminue en fonction de

I’augmentation de ratio et de concentration.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

R

0.20
0,18
0,18
0.17
0.16
0.15
0.14
013
0.12
0.11
010

concent

10 11 12 132 14 1% 16 17 18 19 20
ratioc

Figure 1V.12 : évaluation du rendement en fonction de ratio et de concentration pour des

valeurs fixes de temps [3] et température [30] et coefficient de partage [1.5].
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Le 9°™ contour (Figure IV.11) montre que le rendement augmente avec I’augmentation du
coefficient de partage. L effet HCl n’apparait pas convenablement a cause de la différence

importante entre la grande influence de coefficient de partage et la faible influence d’HCI.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

concent

coeff
Figure IV.13: évaluation du rendement en fonction de coefficient de partage et de

concentration pour des valeurs fixes de temps [3] et ratio [1.5] et température [30].

Le 10°™ contour (Figure IV.12) montre qu’avec 1’augmentation du coefficient de partage

et la diminution du ratio, le rendement augmente.

Investigation: Alcaloide (PLS, comp.=1)
Contour Plot

R

5.41

ratio

Figure IV.14 : évaluation du rendement en fonction de coefficient de partage et de ratio

pour des valeurs fixes de temps [3] et concentration [1.5] et température [30].
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IV.2.5 Matrice des optimums

Le logiciel MODES6 nous a permis de générer une matrice des optimums (Tableau IV.2).

Les résultats obtenus montrent clairement que I’optimum est I’expérience numéro 20

Tableau IV.2 : Matrice des optimums

e R ]

19,9998 7,622

2,0015 30,0001 0,1982 19,9897 1 7,6008
3,9993 89,9857 0,126 10,0001  1,9999  9,1173
3,9056 89,9995 0,1 10,0027 1,9884  9,2568
3,9998 89,9993 0,1778 10 1,983 8,5334
2 30 0,2 20 1 7,6224

4 90 0,1 10 2 9,3861
3,9986 89,8862 0,1 10,0001  1,9998  9,3762

IV.2.6 Discussions des résultats

Le coefficient de partage influence positivement sur le rendement d’extraction et d’une
maniere tres importante, cette influence positive est due a ’augmentation de la quantité de

la phase organique (chloroforme) comparé a la phase aqueuse.

L’augmentation du coefficient de partage favorise le transfert de matiere des alcaloides de
la phase aqueuse vers la phase organique tout en évitant le phénomene de saturation de

cette derniere. [62]

La température influence positivement sur le rendement d’extraction, elle permit une
meilleure solubilisation de la matiere solide dans le milieu aqueux et donc une meilleure

diffusion des alcaloides a travers la matrice cellulosique de la plante. [63]

Le temps ainsi que la concentration d’HCI ont une influence 1égerement négative, tandis
que le ratio solide liquide influe trés négativement. Le point en commun entre ces trois
facteurs est le contact des alcaloides avec les ions chlore. Effectivement les alcaloides
peuvent réagir avec les ions chlore en milieu acide ce qui provoque la dégradation des

alcaloides et donc une diminution du rendement. [64]
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IV.2.7 Extraction des alcaloides assistée par ultrasons

Comparée aux techniques d'extraction conventionnelles (extraction par solvants ou par la
vapeur d’eau ou encore par macération et 1’extraction en mode batch par agitation etc.),
l'extraction assistée par les ultrasons a 1’avantage de réduire considérablement le temps
d’extraction a basse température, ce qui fait d’augmenter significativement le rendement.

Ceci est en accord avec le résultat obtenu. (Figure IV.15).

i Rendement

eau acide ultrason

Figure IV.15 : comparaison entre la méthode d’extraction par 1’eau acide et I’extraction

assistée par ultrasons (essai N°17).

Cependant, ’effet de I’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction
est 1i¢ a la nature de la matrice végétale. La présence d’une phase dispersée mene a
I’atténuation des ondes ultrasonores et les zones actives dans 1’extracteur restent a
proximité de I’émetteur d’ultrasons. Cette méthode ne permet pas de renouveler le solvant

pendant le processus. L’étape limitent est la filtration et le ringage apres 1’extraction. [65]

IV.2.8 Analyses physiquo-chimiques des extraits d’alcaloides

IV.2.8.1. Réactions de précipitation

Les alcaloides peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs (réactifs de
Mayer, de Dragendorf, deWasicky, de Bouchardat)

L’ajoute de quelques gouttes de réactif de Mayer dans la solution des alcaloides extraite a
provoqué un précipité blanc, cependant I’ajoute des gouttes de réactif de Bouchardat donne

un précipité brun, ce qui indique la présence des alcaloides Figure IV.16
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Précipitation
brune

Précipitation
blanche

Figure IV.16 : Les précipités obtenus apres 1’ajout des réactifs de Mayer et Bouchardat

IV.2.8.2. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer un composant de I’extrait des
alcaloides de [’éphédra rollandii et deux composants de témoin. Ces composants sont
apparus sous forme des spots marron apres révélation par I’iode. Un spot en bas de la
plaque de notre solution d’extraction est situ¢ au méme niveau que celui de médicament
(témoin). Ces 2 spots correspondent donc au chlorhydrate de pseudo éphédrine qui est
’alcaloide majoritaire dans la plante d’éphédra rollandii. (FiglV.17).

Le rapport frontal de spot de médicament est égal a celui de notre solution d’extraction.

Rt (témoin)= R¢ (solution)=0.125

E
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PA : Paracétamol

(Médicament)

Chlorhydrate de

Chlorhydrate de pseudo éphédrine
pseudo ] .
éphédrine (Echantillon)

Figure IV.17 : Chromatogramme observé.

» Phase mobile : Méthanol / chloroforme / Ammoniaque (80/20/45 (V/V/V).
» Témoin : Rhumafed.

> Révélateur : Tode.

IV.2.8.3. Analyse infrarouge (IR)

Le spectre IR montre les modes vibrationnels d’élongation des liens NH entre 3480-3200
cm-! et du groupement OH entre 3400-3200 cm™!. Entre 1767 et 1620 cm’! apparaissent
les bandes d’absorptions caractéristiques du groupement C=0, entre 1660-1490 cm!
apparaissent des faibles bandes d’élongation caractéristiques du groupe C=N, a 3120 cm-!

apparait le pic d’absorption caractéristique des sels de chlorhydrates.

E
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Sels de
chlorhydrat

Figure IV.18 : Spectre IR caractéristique des extraits d’alcaloides de la plante

Ephédra rollandii

IV.2.8.4. Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

L'identification des composés de 1’extrait des alcaloides totaux majoritaires de la poudre de
plante d’éphédra rolandii par HPLC s’est faite sur la base de la comparaison de leurs
temps de rétention avec ceux obtenus pour les mémes composés standard. Cette
comparaison, nous a permis de confirmer la présence des alcaloides et nous a permis de
confirmer la présence d’un alcaloide majoritaire, le sel de chlorhydrate de pseudo

éphédrine avec un temps de rétention 1,995 min. Figure (IV.19).
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o0
=
c: I~
[ .
r— Echantillon
d’alcaloides
extraits

SO0

Chlorhydrate
de pseudo
éphédrine

En médicament

Figure IV.19 : Chromatogramme en HPLC des alcaloides extraits de la plante Ephédra

rollandii

IV.2.9 L’effet antioxydant des extraits d’alcaloides

L’activité antioxydant des extraits méthanoiques d’éphédra rollandi a été évaluer vis-a-vis
le radical DPPH a I’aide d’un spectrophotometre UV- Visible en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH) a la couleur jaune

(DPPH-H) mesurable a 517 nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une

diminution de 1’absorbance induite par des substances anti radicalaires.

Par définition la valeur DLso est la valeur de ’extrait qui peut réduire 50% du DPPH.

On peut la calculer par : Y=32.82X+4.958 lorsque Y=50 X=1,37 mg/l

Plus la valeur de DLso est petite, plus ’activité antioxydant de 1’extrait testé est grande

celons la bibliographie [66]. La valeur obtenue est inférieur a celle de 1’acide ascorbique

qui est I’agent antioxydant de référence.

DLso de D’acide ascorbique est égale a 4,716 mg/l, donc I’activité anti-oxydante des

alcaloides est plus importante que celle de 1’acide ascorbique.

ﬂ
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y =39,829x + 4,9589
R?=0,964

pourcentage d'inhibition (%)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
[Concentration]

Figure IV.20 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait

IV.2.10. Protocole d’extraction optimisé

N

L’extraction des alcaloides a partir de la poudre végétale d’Ephédra rollandii sont
obtenues par une extraction solide-liquide, basée sur la différence de leur solubilité en
milieu acide.

5 g de la poudre végétale finement broyées sont délipidée par I’hexane par macération et
sous agitation mécanique a température ambiante, pendant 3 heures. Apres filtration la
poudre est séchée a I’étuve toute une nuit. La poudre est alors suspendue dans 50 mL d’eau
distillée au quelle on ajoute 1 mL de solution d’acide chlorhydrique 0.1M. Le mélange est
porté sous agitation mécanique a la température de 90°C pendant 2 heures. Apres filtration
la solution d’alcaloides obtenue est alcalinisée pour libérer les alcaloides extraits sous
forme organique. Ces derniers sont alors récupérés par une extraction liquide-liquide par

le chloroforme. L’extrait recueilli est évaporé a sec au vaporisateur rotatif.




Conclusion

L’extraction solide-liquide est une technique d’extraction par solvant qui consiste a extraire

une espece chimique se trouvant dans un solide pour la transférer dans un solvant choisi

judicieusement.

C’est une opération de transfert de matiere entre la phase solide qui contient la maticre a

extraire et une phase liquide, le solvant d’extraction. [67]

L’objectif de ce travail est d’optimiser les parametres d’extraction des alcaloides a partir

d’Ephédra rollandii afin de contribuer a la valorisation de cette espece de la famille des

Ephedraceae de la région d’Oued-Souf. Ce travail nous a permis d’aboutir a des résultats

intéressants qu’on peut résumer comme suit:

Les résultats obtenus montrent que la plante d ’éphédra rollandii contient une quantité
importante des alcaloides.

L’optimisation des conditions opératoires par le plan d’expériences nous a permis de
fixer la meilleure expérience parmi les 35 expériences réalisées.

L’expérience N° 20 (temps : 4h, température : 90°C, concentration de HCL : 0.1mg/l,
Ratio 10:1, coefficient de partage : 2) nous a donné un meilleur rendement qui atteint
les 10.75%.

L’¢tude de I’effet de ces facteurs a montré que le coefficient de partage a une grande
influence sur le procédé d’extraction.

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer un composant majoritaire
de I’extrait des alcaloides de /’éphédra rollandii situé au méme niveau que celui du
témoin le chlorhydrate de pseudo éphédrine

La caractérisation par IRTF a montrer la présence des groupements fonctionnels
caractéristique des molécules organiques des alcaloides extraites.

L'identification des composés de I’extrait des alcaloides de /’éphédra rollandii nous a
permis de confirmer la présence d’un alcaloides majoritaire, le chlorhydrate de pseudo
éphédrine a un temps de rétention de 1, 99 min.

L’étude de I’activité antioxydant des extrais méthanolique des alcaloides sur le DPPH
a montrer que la valeur de DLso obtenu est égale a 1,37 mg/l, celle-ci est inférieur a
celle de I’acide ascorbique qui est I’agent antioxydant de référence, de ce fait I’activité

antioxydant des alcaloides est plus importante.



Pour compléter notre travail, d’autres perspectives sont envisageables :

» Perspectives dans le domaine de génie chimique et génie des procédés :
e Compléter I’optimisation en incluant les parameétres : taille des particules, taux
d’humidité.
e FEtude détaillée de I’extraction des alcaloides assistée par ultrason.
e Réaliser une étude technico-économiques des procédés d’extraction des
alcaloides en milieu aqueux acide, comparativement a [’extraction

traditionnelle (par solvant).

» Perspectives dans le domaine biomédical :
e FEtudier la composition exacte des alcaloides contenus dans la plante éphédra
rollandii, par les méthodes chromatographiques et spectroscopiques.

e Etudier ’activité pharmacologique des alcaloides extrait.
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ANNEXES

Annexe I11.1 :

Figure I1I1.1 : Extraction des feuilles d’Ephédra rollandii

Annexe I11.2 :

Figure I1L.2 : décantation : séparation de la phase organique et la phase aqueuse.



Annexe II1.3 :

Figure II1.3 : Rotavapeur : évaporation a sec des extraits organiques.

Annexe IV.1 : Chromatogramme en HPLC d’origine des alcaloides extraits de la plante

Ephédra rollandii.
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FigurelV.1 : Chromatogramme en HPLC d’origine des alcaloides extraits de la plante
Ephédra rollandii



Annexe IV.2 : les spectres de balayage de chaque échantillon pour le test antioxydant.
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