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Abstract:

The aim of this study is to optimize parameters for the extraction of alkaloids from an Algerian
plant of the Ephedrace family in acidic water using response surface methodology. To this end,
we chose five variable parameters: temperature, extraction time, ratio (plant mass/solvent ratio),
HCL acid concentration and partition coefficient. The results obtained enabled us to determine
the optimum conditions, that is, a temperature of 30°C, extraction time of 3 hours, HCI acid
concentration of 0.1 mol/L, a ratio of 1:20 and a distribution coefficient equal to 2, leading to a
yield of 6.8%. These results allowed us to note that the best parameter influencing this

extraction is the extraction time, and the best interaction is between temperature and ratio.

In parallel, extraction by two conventional methods in polar organic solvents: methanol and

ethanol, gave extraction results equal to 1.6% and 1.5%.

During this study, we carried out a qualitative HPLC analysis to identify the alkaloids extracted
from the plant, based on their retention time, which was 1.99 min, compared with 2.00 min for

standard compounds.

Keywords : optimization, response surface methodology, alkaloids, Ephedra, Extraction



Résumeé :

Cette étude a pour but 'optimisation des parameétres d’extraction des alcaloides a partir d’une
plante algérienne de la famille des Ephédrace dans I’eau acide par la méthodologie des surfaces
de réponses. A cet effet, nous avons choisi cing paramétres variables : la température, le temps
d’extraction, le ratio (rapport masse végétale/solvant), la concentration de 1’acide HCL et le
coefficient de partage. Les résultats obtenus nous ont permis de déterminer les conditions
optimales, a savoir une température de 30 °C, le temps d’extraction 3 heures, une concentration
de I’acide HCl de 0,1 mol/L, un ratio de 1 : 20 et un coefficient de partage égal a 2 conduisant
a un rendement de 6,8 %. Ces résultats obtenus nous ont permis de noter que le meilleur
paramétre influencant cette extraction est le temps d’extraction et que la meilleure interaction

est entre la température et le ratio.

En paralléle, une extraction par deux méthodes conventionnelles dans les solvants organiques
polaires : le méthanol et 1’éthanol nous ont permis d’avoir des rendements d’extraction égaux

al6%etl5%.

Durant cette étude, nous effectuons 1’analyse qualitative par HPLC permettant 1’identification
des alcaloides extraits a partir de la plante végétale en se basant sur leur temps de rétention qui

est égal a 1,99 min, devant le temps de rétention des composés standard égal a 2,00 min.

Mots clés : optimisation, méthodologie des surfaces de réponses, alcaloides, Ephédra,

Extraction
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Introduction générale

Le Sahara algérien est constituée de 500 especes végétales, dont on dénombre 162 espéces
endémiques dans le Sahara seul et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de pharmacopée
traditionnelle. Plusieurs de ces especes sont connues par leurs propriétés thérapeutiques

remarquables [1].

L'utilisation des plantes medicinales pour le traitement des maladies vient habituellement de
la croyance qu'elles présentent une trés faible toxicité du fait de leur origine naturelle. Selon
I'Organisation mondiale de la santé, autour de 80 % de la population du monde emploie la
médecine traditionnelle pour le soin de santé. Ces études ont pour but, d une part, de confirmer
les propriétés thérapeutiques et, d’autre part, I’identification des principes actifs a ’origine des

vertus attribuées aux plantes [2].

Les alcaloides existent, dans les plantes, sous forme saline. L’ extraction des alcaloides repose,
en regle générale, sur le fait qu’ils existent habituellement dans la plante a 1’état de sels et sur
leur basicité, ¢’est-a-dire sur la solubilité différentielle des bases et des sels dans I’eau d’une

part, dans les solvants organiques d’autre part [3].

En raison de la valeur élevée des alcaloides, des recherches mondiales ont tenté de trouver de

nouvelles méthodes d'extraction et d'estimation de ces composés [4].

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 végeétale est une opération
unitaire complexe en raison de la nature méme du substrat. Les résistances au transfert de
matiére dues a la structure végetale et la localisation des composes recherchés peuvent étre

déterminantes.

Le présent travail consiste a I’étude d’optimisation et d’amélioration des paramétres
d’extraction des alcaloides a partir de I’espece végétale Ephédra originaire de la région d’Oued

Souf.

C’est dans ce cadre que nous avons réalisé ce travail pour déterminer les parameétres
conduisant a une extraction solide-liquide optimale des alcaloides dans 1’eau acide a partir

d’une espece végétale saharienne algérienne en utilisant les plans d’expériences.

Le présent mémoire comporte deux parties principales :



e Une partie bibliographique composée essentiellement de deux chapitres portant sur des
généralités sur les alcaloides et sur les différents paramétres qui influent sur la technique
d’extraction solide-liquide par la méthode des plans d’expériences.

e Une partie expérimentale ou I’on décrit en détail en troisieme chapitre les différents
modes opératoires et le matériel utilisés lors de I’extraction des alcaloides, ainsi que le
plan d’expérience établi qui permet d’optimiser les différents parameétres d’extraction.
Le quatriéme chapitre est réservé aux résultats expérimentaux obtenus ainsi qu’a leurs

interprétations.

En dernier, nous terminons avec une conclusion générale et les recommandations a suivre en

future.



1.1 Historique
Le terme alcaloide a été introduit pour la premiére fois en 1818 par le pharmacienne W.

Meissner (1792-1853) en Allemagne. [5]

De 1817 jusqua 1821 les deux pharmaciens Pierre Joseph Pelletier et Joseph Benaime
Ceventou, découvrent une large gamme de principe actif tels que la brucine, la fébrifuge, la
quinine, caféine et vératrine. Cependant ces molécules isolées sont des combinaisons
d’alcaloides non pas d’alcaloides pure.
Depuis la nuit des temps, I’homme a pu explorer différentes plantes a fort effet biologique au
tant que médicament, poison, excitant...On cite I’exemple de la quinine qu’était utilisée sous
forme d’herbe par les autochtones d’ Amérique pour le traitement du paludisme en 1638. [6]

Si la notion d’alcaloides est assez récente, la connaissance de la toxicité et des propriétés des

plantes et des drogues a alcaloides est trés ancienne voire plusieurs millénaires. [3]

1.2 Généralités

Les alcaloides sont des composés chimiques aux effets antiprolifératifs et anticancereux,
représentant un groupe important de meédicaments anticancéreux d'origine végétale. [7]

Les alcaloides sont un groupe de composés chimiques naturels aux propriétés diverses et aux
usages médicinaux variés, notamment anti-inflammatoires, antifongiques et antibactériens. [8]
Les alcaloides deérivés des plantes jouent un réle crucial dans la protection des plantes contre
les herbivores et les pathogenes, et leur production a été stimulée par des stratégies d'ingénierie

enzymatique et des techniques de biologie moléculaire et structurelle [9].

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires tres diversifiés retrouvés chez
les organismes vivants, ce sont des composés cycliques contenant un ou plusieurs atomes
d'azote [10]. lls exercent généralement leurs activités pharmacologiques sur les mammiféres
comme I’homme. Jusqu’a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides
naturels, 1ls jouent plusieurs activités pharmacologiques : Analgésique (cocaine), anti-
cholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive
(réserpine), antitussive (codeine), déprisant cardiaque, stimulant centrale (caféine), diurétique,
anesthésiant local (cocaine), narcotique (morphine), anti-tumeur, sympathomimétique
(éphédrine), etc.... [11]. lls présentent aussi une source de molécules bioactives ayant plusieurs

intéréts biologique, pharmacologique et écologique ; mais possédent aussi des effets toxiques.



[12]. lls sont un groupe diversifié de composés a faibles poids moléculaires, contenant de l'azote

dérivés principalement d'acides aminés et trouves dans environ 20% des espéces végetales [13].

I. 3 Distribution et localisation

1.3.1 Distribution

Les alcaloides sont présents essentiellement chez les Angiospermes dont la plupart sont des
Dicotylédones. Cependant, de nombreux alcaloides ont également été trouvés chez des
Monocotylédones (Liliacées, Poacées) et méme chez des Gymnospermes (Ephédra). Les
Ptérydophytes sont rarement alcaloidiféres [14]. Les plantes a alcaloides ne renferment que treés
rarement un seul alcaloide, méme si elles contiennent parfois un composeé trés majoritaire (ex.
; hyoscyamine de la feuille de belladone) mais, il n'est pas rare que plusieurs dizaines
d'alcaloides soient présents dans une méme drogue, voire des centaines (cas de la pervenche de

Madagascar).

1.3.2 Localisation

La synthese des alcaloides s'effectue généralement dans des sites précis (racines en croissance,
cellules spécialisés de laticifére... etc.). Ils sont ensuite transportés dans leurs sites de stockage.
Les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques ; assises externes des
écorces de tige et de racine, téeguments des graines, etc. et rarement dans les tissus morts. Au
niveau cellulaire, la synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique et le

stockage dans les vacuoles [15].

Les alcaloides naturels qui se trouvent dans certains organes ou parties de la plante ne suggerent
pas logiqguement qu'ils soient synthétisés ou formés dans ces organes. On prend exemple des
alcaloides trouvés dans plusieurs espéces de Datura et les espéces Nicotiana, sont
invariablement formés dans les racines, mais sont rapidement transferés vers les feuilles [15 ;
16].

1.4 Définition des alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale et rarement
animale), hétérocyclique avec ’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe
plus ou moins basique [17 ; 18] et douée de propriétés physiologiques remarquables (toxiques

ou thérapeutiques), telle que la morphine, la nicotine, la cocaine et la quinine. [19]



Winterstein et Tier ont défini les alcaloides comme étant des composés a azote hétérocyclique,
synthétisés a partir d’acides aminés ou de leurs dérivés immédiats, a distribution restreinte ;

possédant une toxicité plus au moins grande, agissant principalement sur le SNC. [6]

1.5 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 I’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 I’aspidosperma par Spegazzini). En frangais 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 dérives du regne animal ou des champignons, le méme type de "régles” est

appliqué. [20]

1.6 Classification et structure chimigue des alcaloides

Vouloir proposer une classification pour les alcaloides demeure une tache ardue, en raison du
grand nombre de composés connus et surtout a cause de la diversité structurale. Depuis leur
découverte et jusqu’a maintenant il y a plus de 10 000 alcaloides ont été isolés ou détectés a

partir de sources végétales, animales, ou de micro-organismes. [3].

La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, c'est-a-dire de les classer

en trois groupes selon leur précurseur biosynthétique :

1.6.1 Les alcaloides vrais

Les alcaloides vrais dérivent d’acides aminés, comportent un atome d’azote dans un systéme
hétérocyclique, d’origine naturelle, de structure souvent complexe et de caractere basique. Ces
substances bioactives se produisent dans les plantes a 1’état libre ou sous forme de sels ou bien
sous forme de N-oxydes. Ils sont dotés d’une activité pharmacologique significative méme a
faible doses [21 ; 22].

1.6.2 Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais,

mais ne sont pas des dérivés des acides aminés [3] [23]. Ils peuvent cependant étre



indirectement liés a la voie des acides aminés par I'intermédiaire d'un de leurs précurseurs, ou
d'un de leurs postcurseurs (dérivés) [24].

1.6.3 Les proto—alcaloides

Les proto-alcaloides sont des composés de structures simples dans lesquels 1’atome d’azote
dérivé d’un acide aminé ne fait pas partie de I’hétérocycle. Ces types d’alcaloides comprennent
des composés dérivés de la L-tyrosine et du L-tryptophane, ils ont un caractére basique et sont
¢laborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont
solubles dans 1’eau [3] [21] [25]. L hordénine, la mescaline et la sérotonine sont de bons

exemples de ce type.

Tableau 1.1 : Structure de quelques alcaloides [26].

classe Exemple structure
Vrai alcaloides nicotine du tabac
— [N
l e }C,H3
~
Proto alcaloides | coniine de la cigué
N g™ g Hs
Pseudo alcaloides | mescaline de peyotl P i
(@]
TSch,
CHa
o
HaM

On peut cependant regrouper certains d’entre eux en considérant qu’on retrouve dans leur

formule certains noyaux relativement simples ; on distingue par exemple [27] :



1. Les alcaloides renfermant le noyau indole :

“'H_H ""-._H
#"”f |
H

2. Les alcaloides renfermant le noyau pyridine

3. Les alcaloides renfermant le noyau quinoléine

A

M

4. Les alcaloides renfermant le noyau purine :

P e T

N (R

Parmi les familles des alcaloides, on peut retrouver les familles chimiques suivantes :



Pyrrolidines :

O bz
Okt

ril H
M= M H
)
e
(R)-hygrine Mesembréenol
= Pipéridines :
0
<n D/MD
0
H I
Pipérine (+)-Coniine (-H_obéline

= Quinazolines : vasicine, (+) -fébrifugine

Vasicine (+)-Fébrifugine



= Benzoxazines et benzoxazoles :

DIDH
I'i-l ()
oH

= Colchicines :

hod=

hod=

bk O

Ptz 10

(-J-C ol chicine

1.7 Propriétés des alcaloides

1.7.1 Propriétés toxiques

A forte dose la plupart des alcaloides sont trés toxiques. Des doses de 60-90 mg de
strychnine provoquent des crampes musculaires, dont une paralysie de la réspération

entrainant la mort [28].

Une trop forte dose de réserpine entraine une chute de tension et une insuffisance

cardiaque aigue [29].

L'émétine, extrait de l'epicar, peut provoquer une myocardite aigue, une atteinte rénale

et surtout une polynévrite.

On retiendra ainsi que certains alcaloides sont fréquemment responsables des
empoisonnements du bétail tel la lupinine [29].
Cependant Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante synthétisante dont

ils régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux, ils désintoxiquent et transforment
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les substances nocives au végétal, ils protégent la plante contre les rayons UV, comme ils ont

des effets contre les herbivores [30].

Les alcaloides font partie du mécanisme d’adaptation d’un organisme a son milieu de vie. Ces

substances ne sont pas toxiques lorsqu’elles sont stockées, mais elles le deviennent suite & un

changement de pH cellulaire. Les réponses des animaux aux alcaloides sont trés diverses.

Certaines d’entre eux les tolerent, tandis que d'autres sont lIésés ou méme empoisonnés.

1.7.2 Propriétés pharmacologiques

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire jouent un

role écologique de défense contre des herbivores, ils trouvent cependant plusieurs applications

pharmaceutiques chez ’homme :

Antitumoraux : vincaleucoblastine, vincristine, taxol, camptothecine.
Antalgiques : morphine, codeine.

Spasmolytiques : tubocurarine et papaverine.

Vasodilatateurs : vincamine et ajmalicine.

Emetiques : émétine.

Antitussifs : codéine.

Antiarythmiques : quinidine et ajmaline.

Antipaludiques : quinine.

Anti-tumeur, sympathomimeétique : éphédrine.

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

galanthamine. [3]

1.7.3_ Propriétés physigues et chimigues

Les alcaloides possedent des propriétés physicochimiques trés remarquables, ce sont des

composés complexes, avec des formules diverses. Parmi leurs différentes propriétés :

Les alcaloides sont des composés a caractéres basiques, leur basicité est tres variable,
dépend de la disponibilit¢ du doublet de 1’azote existant. Ainsi, elle est fortement
influencée par la présence des groupements liés a ’atome d’azote : les groupements
électro-attracteurs adjacents a I’atome d’azote diminuent la basicité, par contre ceux
électro-donneurs la renforcent. Cette basicité peut étre également un facteur d’instabilité
pour ces molécules. Sous I’état de base ou en solution, elles sont sensibles a la chaleur,

a la lumiere et a 'oxygene.
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e Leur solubilité varie en fonction du pH (plus le pH est acide plus la solubilité
augmente). lls forment des sels avec les acides (organiques et minéraux). Et ils sont
ordinairement insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques (alcools,
chloroforme, acétone, etc.), alors que leurs sels ont des caracteres de solubilité inverses
[31;32].

e Les alcaloides précipitent sous l’action de certains réactifs appelés « les réactifs

généraux des alcaloides » et forme :

Précipité blanc jaunatre avec le réactif de Valser-Mayer.
Précipité rouge orangé avec le réactif de Dragendorff.

>
>
» Brun avec le réactif de Bouchardat.
>

Précipitent aussi a la présence de 1’acide picrique et les tanins [21].

1.7.4 Autres propriétés

Du fait de leurs : gout amer, les alcaloides peuvent protéger les plantes de la consommation par
les animaux (herbivores) [32], comme ils paraissent servir de moyen de dissuasion contre les

insectes telle la nicotine qui a été I'un des premiers insecticides utilises par 'nomme [33] [29].
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11.1 Introduction

Les alcaloides sont des composés organiques a caractére basique qui existent habituellement
dans les plantes a I'état de combinaisons salines et dont 1’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 l'eau, et
solubles dans les solvants organiques apolaires et les alcools a titre élevés.
En milieu acide, les alcaloides sont a I'état de sels fortement solubles dans I'eau et les alcools

dilués, ils sont par contre insolubles dans les solvants organiques apolaires [14].

11.2 Principe de Pextraction solide liquide

L‘extraction solide/liquide est réalisée par contact intime entre le solide et le solvant. Au cours
de I‘extraction, la concentration du soluté dans le solide varie sans interruption, ce qui explique
un état non stationnaire de transfert de matiére. 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. Ladiffusion du solvant au sein de la matrice solide.

2. Ladissolution du soluté dans le solvant.

3. Ladiffusion 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 prés du

solide vers la masse restante du solvant.

L extraction, souvent étudiée au plan phénomenologique comme une opération unifiée, peut
étre analysée en termes de cinétique et de rendement total. La cinétique est généralement

exprimeée en termes de concentration du soluté dans le solide par unité de temps (dx/dt).

La nature séquentielle de ces quatre processus fait que 1‘opération globale d‘extraction se

déroule a la vitesse du processus le plus lent, qualifiée alors du processus limitant du procéde.

Dans le cas de la plupart des végétaux, c‘est 1°étape du transfert du solvant a travers la matrice
solide qui constitue 1°¢tape limitante. En effet, la microstructure naturelle des végétaux génére
une mauvaise aptitude quant a la diffusion interne des liquides. Une relation étroite existe alors
entre la vitesse d‘extraction et la structure de la matiere. Pour mieux analyser cet aspect, il

faudrait commencer par aborder les notions théoriques du transfert de masse. [34]
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L’extraction solide-liquide est un phénomeéne lent qui permet d’extraire une substance présente
dans un solide pour la faire passer dans un solvant liquide. On peut utiliser successivement des
liquides dont le pouvoir solvant vis-a-vis des constituants de la phase solide est différent
(dissolution fractionnée). La macération, I'infusion et la décoction sont des méthodes

d’extraction solide-liquide. [35]

11.3 Principe de L’extraction liquide-liquide

L'extraction par solvant consiste a dissoudre le composé recherché dans un solvant non
miscible avec l'eau et a séparer la phase organique contenant le composé a extraire de la phase
aqueuse [36].

L'extraction par solvant, également connue sous le nom d'extraction ou de separation liquide-
liquide, est une méthode pour séparer un composé en fonction de la solubilité de ses parties.
Cela se fait en utilisant deux liquides non miscibles, par exemple, I'eau et un solvant organique
[37].

Liquad-hiquid Extraction

Scparatinge Funincl

Lower den SITY ]lllll"l

Hipher density '..]'m"_

Funnel Tap

Erlenmever Flask

Figure I1.1: Schéma d’extraction par solvant
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11.4 Méthodes d'extraction des alcaloides

L’extraction est basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milicu acide et en milieu
alcalin ; ils vont ainsi pouvoir étre séparé des autres constituants du végétal qui possedent 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 [38].

Il faudra préalablement pulvériser le végétal pour le rendre perméable aux liquides d’extraction,

il existe trois types généraux d’extraction des alcaloides :

» Extraction par I’eau acidifiée.
» Extraction par solvant organique apolaire.
» Extraction par solvant organique polaire.
Une nouvelle méthode d'extraction a été développée en 2006, cette technique est realisée a

’aide d'une solution sonique contenant un tensioactif comme agent d'extraction [39].

11.4.1 Extraction des alcaloides par ’eau acidifiée

C’est une extraction réalisée a ’aide d’cau acidifiée et d’un acide organique apolaire. La plante
pulvérisée subit une macération sous agitation (ou a I’aide d’un bain ultrasons), par I’eau
acidifiee (H2SO4 ou HCI), suivie d’une filtration.

Le filtrat est alcalinisé par ammoniac concentré, cela permettra aux alcaloides de passer de la
forme sel a la forme base. Les alcaloides bases sont alors extraits par un solvant organique non
miscible a I’eau dans une ampoule a décanter. La phase organique est récupérée, séchée avec

Na2SOspuis concentrée [26].

11.4.2 Extraction par les solvants organigues apolaires

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 I’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 [38].
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11.4.3 Extraction par les solvants organigues 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, apreés alcalinisation la solution aqueuse est
épuisée par un solvant organique non polaire. On obtient une solution organique d’alcaloides a

I’état de base, on évapore le solvant, un résidu d’alcaloides (bases) est récupéré [38].

11.5 Extraction par les méthodes conventionnelles

11.5.1 Extraction par macération

C’est une technique d'extraction dans laquelle le matériel végétal est mis en contact avec le
solvant d'extraction, a température ambiante et pendant une longue durée. Les substances
solubles passent par simple diffusion et l'extraction est réalisée jusqu'au moment ou la
concentration des substances solubles est la méme dans le solvant d'extraction que dans la
matiére végeétale. La macération est le moyen le plus simple de préparer des extraits et peut étre
effectuée a plusieurs reprises pour obtenir un meilleur épuisement des substances solubles
contenues dans la matiere végétale. Son inconvénient est la longue durée, parfois des jours ou
des semaines [40]. Afin d'obtenir I'extraction la plus compléte possible, le récipient doit étre
hermétiquement fermé et une agitation du lot est nécessaire pour permettre la diffusion des
composes extraits dans le liquide et ainsi eviter I'équilibre des extraits substances [41]. Figure
1.2

= Papier filtre

Entonnoir 1#

/_\ . P—

Salade
verte

Erlenmever \

Broyvage dans {
un mortier

Nlacération

‘ dans I'alcool

Filtration et
recueil du filtrat

Figure 11.2 : Les étapes d’une extraction par macération
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e C(C’est une méthode qui présente des avantages et des inconvénients, parmi ces
avantages :

> Le codt : elle ne demande pas de gros matériels et montages expérimentales.

» La purification : T’utilisation d’un solvant organique judicieusement choisi
permet de solubiliser sélectivement la substance d’intérét et de laisser dans la
matrice les molécules interférentes.

» La possibilité de travailler sur des matrices tres variées.

» La possibilité d’extraire une gamme trés étendue de molécules.

e Concernant les inconvénients on peut citez :

» Consommation de volumes importants de solvants.

> La toxicité des solvants : les solvants sont des produits toxiques dont il faut se
proteger.

» Ce sont des techniques conventionnelles qui nécessitent beaucoup de temps et

d’énergie. [3]

11.5.2 Extractions par Soxhlet

Un extracteur de Soxhlet est une piéce de verrerie utilisee en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire I'extraction continue d'un solide par un solvant (figure 11.3). Il se
compose d'un corps en verre dans lequel est placé une cartouche en papier filtre épais, d'un tube
siphon et d'un tube d'adduction. Le corps de I'extracteur est placé sur un ballon contenant le
solvant d'extraction, Les résidus a extraire sont placés dans I'extracteur surmonté d'un

réfrigérant [42].

Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se condensent
dans le réfrigérant et retombent dans le corps en verre, faisant ainsi macérer les résidus dans le
solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube
siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des substances
extraites. Le solvant contenu dans le ballon s'enrichit progressivement en composés solubles.
La taille du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions

successives pour récupérer une quantité suffisante d'extraits [42].
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Réfrigérant

Cartouche poreuse: produit a extraire

Extracteur

Siphon d’évacuation de I’extrait

Solvant (s)

Source de chaleur

Figure 11.3 : Montage d’extraction de Soxhlet [42].

Avantages et inconvénients de I’extracteur Soxhlet :
C’est une technique qui présente plusieurs avantages :

» Une méthode tres simple.
» Aucune nécessité de filtration aprés 1’extraction.
Cependant, cette méthode présente aussi des inconvénients :

» Un temps d’extraction long.

» Une grande quantité de solvant est nécessaire qui exige une étape d’évaporation et

déconcentration [43].

11.6 Parameétres influencant I’extraction

11.6.1 La température

Il est difficile de cerner de facon simple l‘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 1‘extraction en perméabilisant les parois cellulaires par dénaturation.
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-La gamme des hautes températures usuelles, augmente la solubilité des matiéres 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 [44].

11.6.2 Temps dextraction

Le temps d’extraction correspond au temps nécessaire au solvant pour pénétrer dans la matiere
vegeétale 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 I‘intérieur des vacuoles, dissolution du
compose¢ etc....).

Généralement, une ¢€lévation de la température traduisant 1°‘agitation moléculaire permet de
diminuer les temps de contact et sans diminution notable du rendement.

A titre indicatif, une méthode comme la maceération dure environ 8 a 10 jours, par contre des
méthodes comme la décoction ne nécessitent que des temps de contact rapides de 1°‘ordre d‘une

dizaine de minutes [45].

11.6.3 Influence du solvant

Un solvant est, par définition, une substance qui a le pouvoir de former avec d‘autres substances
une solution homogene [46], L’eau est souvent utilisée comme solvant pour I’extraction de
biomolécules a partir de sources vegétales, sa polarité permet de dissoudre beaucoup de
composeés phénoliques antioxydants polaires [47].

Comme dans le cas du soluté, la taille des molécules de solvant exerce une influence sur la
diffusion. 1l est également question de sélectivité, afin d’extraire le maximum de soluté et le
minimum des autres constituants du cytoplasme et plus généralement 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. [48]

Le choix du solvant se fait selon plusieurs critéres [49] :
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e Lasolubilité des composants spécifiques dans le solvant.
e 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.
e Latension interfaciale et la viscosité, car le solvant doit correctement mouiller la matrice
solide.
e |déalement il doit étre non toxique, stable, non réactif, non inflammable, inoffensif pour
I’environnement et peu coliteux.
Dans I’industrie alimentaire ou pharmaceutique, le choix du solvant est trés important. Les
normes et les regles d’hygiene et de sécurité sont tres strictes. Il ne doit pas en rester dans les
produits finaux ou bien les traces doivent étre suffisamment insignifiantes pour étre
inoffensives. De maniére pratique, les ateliers disposent souvent d’un « parc » de solvants. Le

choix est souvent restreint a ce groupe de solvants qui sont connus, maitrises et acceptables

11.6.4 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, [’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 éliminer le solvant et obtenir I’extrait sec. [50]

11.6.5 Influence de I'agitation

L’agitation du milieu a pour effet d’augmenter la surface de contact et ’homogénéisation entre
les phases et de favoriser la diffusion du soluté au sein de chaque phase. [51]. Elle a un effet
toujours favorable sur I’opération de transfert de maticre, 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. [52 ;53]

11.6.6 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 [54]. La valeur du pH intervient sur la
dissolution des composeés solubles ainsi que sur la solubilisation des fractions hydrolysables. Il

est généralement mis a profit pour apporter a ’extraction une certaine sélectivité [55]. Des
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transformations chimiques ont été mises en évidence pour les pH fortement acide. Ces travaux

ont laissé supposer une transformation chimique des composés sous 1’action des protons H+

[48]

11.6.7 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 [56].

11.6.8 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 I’on peut définir le coefficient de
partage qui rend compte de sa distribution dans chacune des phases. 11 s’applique aux couples
de phases liquide/liquide ; liquide/solide ou gaz/liquide. [57]

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 I’eau et un autre solvant, a I’équilibre hétérogene

de partage de A entre les phases liquides.

A eau <==========> A solvant (11.1)
On définit la constante d’équilibre D, coefficient de partage de la substance A entre le solvant

et la phase aqueuse [58].

D = [A]eau / [A]solvant (11.2)

Le coefficient de partage, qui rend compte de I’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.

Plusieurs facteurs peuvent influencer le coefficient de partage : la température, le pH, les

propriétés de la molécule (taille) et la composition du milieu.
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11.7 Généralités sur les plans d’expériences

11.7.1 Définition des plans d’expériences

Un plan d'expérience est une méthode d'organisation des tests pour produire des résultats fiables
rapidement et a moindre colt. La méthodologie de conception d'expériences est basée sur
l'observation qu'une expérience congue de maniére appropriée aboutira généralement a une
analyse statistique simple et a une interprétation des résultats. [59]

Cette méthode permet une investigation expérimentale organisée. Elle vise a établir une relation
entre les types des grandeurs physiques a I’étude. Les niveaux des composants a examiner sont
combinés de diverses maniéres dans un plan d'expérimentation (essais élémentaires). Construire
la meilleure structure de données possible pour produire un modéle de haute qualité statistique

avec le moins d'essais possibles. [60]

11.7.2_Les Facteurs
Les facteurs sont les parametres d'entrée qui interviennent sur le systeme ou le processus. Un
facteur est dit maitrisé s'il est identifié et sa variation maitrisée. Les facteurs non maitrisés sont
responsables de la dispersion des parameétres de sortie et conduisent a un bruit systeme qui
perturbe les réponses et nécessite la repétition d'une méme combinaison de facteurs de niveau
au cours des différentes expériences. Un facteur peut étre qualitatif ou quantitatif. Un facteur
significatif est un facteur qui, lorsqu'il varie, modifie la réponse du systéme. [61]
» Facteur quantitatif : Un facteur quantitatif est un facteur mesurable, souvent a variation
continue ou discrete.
» Facteur qualitatif : Un facteur qualitatif est un facteur non mesurable, on distingue des
variables qualitatives ordinales et nominales.
11.7.3_ Réponse
On qualifie de réponse la grandeur qui est observée pour chaque expérience réalisée. En
d’autres termes, c’est le résultat mesuré d'une étude. Sachant qu’a chaque point du domaine
d'étude correspond une réponse. L'ensemble de ces derniéres, forme la surface de réponse. La

valeur d’une réponse ne peut étre modifiée que de maniére indirecte en faisant varier les facteurs

[62].

11.7.4 Les objectifs des plans d’expériences

Le but principal de I’expérimentation est d’établir s’il existe des relations de dépendance entra

certains facteurs et certaines réponses, et de modaliser.
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Dans toute expérience I’'un des problémes est le contrdle des facteurs essentiels qui peuvent
influencer le résultat. On appelle niveau d’un facteur ou modalité, I'une des valeurs particuliéres
que celui-ci pourra prendre. Dans une expérience élémentaire chacun des facteurs se verra
affecter un niveau (une valeur). On appelle traitement un ensemble contenant une modalité pour
chacun des facteurs, définissant ainsi une expérience élémentaire. Les essais élémentaires
pourront éventuellement étre réalisés plusieurs fois (répétitions) pour améliorer la précision de
I’information recherchée.

L’objectif général des plans d’expérience faire le minimum d’essai et obtenir le maximum de

précision [63].

11.7.5 Principaux avantages des plans d’expériences

Les principaux avantages de cette méthode sont :
> Possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs.
» Détection des interactions entre facteurs.
» Modélisation des réponses étudiées.
>

Une précision optimum des résultats.

La méthode des plans d’expériences permet une interprétation rapide et sans équivoque en

fournissant un modeéle expérimental précis du systeme étudié. [64]
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111.1 Introduction

Ce chapitre décrit les procédés adoptés pour I’extraction des alcaloides en présentant en premier
lieu les réactifs et la matiere végétale utilisée. Il décrit d’un point de vue physicochimique les

différentes techniques de caractérisation qualitative et quantitative des alcaloides.

111.2 Tableau des réactifs

Les réactifs utilisés au cour de ce travail sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau I11.1 : Les réactifs utilisés

Réactif Formule brut Réle
Hexane CeH14 délipidation
Acide chlorohydrique HCI Extraction solide-liquide
) Alcalinisation (ajustement de
Hydroxyde d'ammonium NH4OH
PH)
Chloroforme CHCL;s Extraction liquide-liquide
Sulfate de sodium ] .
Na2SO4 Sécher la phase organique
anhydre
) Extraction par Soxhlet et
Methanol CHsOH )
conservation es alcaloides
Ethanol C2HesO Extraction par macération
Préparation de réactif de
Chlorure de mercure HgCl,
Mayer
lodure de potassium Kl Préparation des réactifs
Préparation de réactif de
lode 2
Bouchardat
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111.3 Préparation du Matériel végétale

La matiere végétale utilisée est une plante Saharienne Algérienne de la famille des éphédrace.
Elle a été récoltée dans la région d’Oued Souf. Les feuilles de cette plante ont été sécher a
l'ombre et a température ambiante dans un endroit aéré pendant 30 jours. Voir ci-dessous la
figure 111.1 qui montre les feuilles séches de cette plante.

Figure 111.1 : Feuilles de la plante végétale

111.4 Préparation de la poudre végétale

Les feuilles séches de la plante, sont finement broyées a 1’aide d’un broyeur électrique, puis
tamiser en utilisant un tamiseur de granulométrie de diametre inférieur a 200 um. La poudre
obtenue est conservée a I’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 a une température qui

ne dépasse pas 50°C et conservée dans une boite en verre a I’abri de la lumicre.

111.5 Détermination du taux d'humidité

On procede a une dessiccation de I'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 pése
I'échantillon et on répete I'opération chaque heure jusqu'a I'obtention d'une masse pratiquement
constante. Pour éviter toute reprise d'humidité, il convient de laisser I'échantillon refroidir dans

un dessiccateur avant de peser. [65]
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La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante :

DOU.

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

e Ms: masse en g de la prise d'essai apres séchage.

111.6 Pextraction des alcaloides par I’eau acidifiée

Extraction des alcaloides 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 l'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 I’extraction par l'eau acidifiée. Cette

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

111.6.1 Premiére étape

e 5g 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 ont été varié. [26]

111.6.2 Deuxiéme étape

e Dans une ampoule a décanter on va ajouter la solution alcalinisée et un volume de
chloroforme (solvant organique apolaire) aprés on va les agités et on va laisser décantés.
Apreés la décantation on descend la phase organigue qui contient les alcaloides. Ensuite,
on lave avec de I’eau distillée la solution organique deux ou trois fois. Finalement, on
la séchée avec le sulfate de sodium anhydre pour éliminer les traces de I’eau et passer
vers I’évaporation de chloroforme utilisant 1’évaporateur rotatif.

On ajoute le méthanol au résidu sec d’alcaloides restant dans le ballon et conserver dans

un flacon brun a une température de 4 °C. [26]
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Figure 111.2 : Résidu sec des alcaloides extraits.

111.7 Détermination du rendement d'extraction des alcaloides

Le rendement a été calculé par rapporta 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 (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Taux d’extraction (%) === x100

Avec :

e P1: poids du bécher apres évaporation du solvant (g).
e PO : poids du bécher vide (g).
e E :poids de I’échantillon initial (g).

111.8 Caractérisation des alcaloides

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
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lourds (Bismuth, Mercure, Iode...) en milieu aqueux légérement acide, Il en existe plusieurs

types. Dans notre travail on a choisie d’utilisé les réactifs suivants :

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

présence des alcaloides. [66]

111.8.1 Préparation de Réactif de Mayer

Le réactif de Mayer est composé de I’iodure de potassium, chlorure mercurique et I’eau distillée
[3]. Le filtrat de I’extraction est traité par cinq gouttes de réactif de Mayer dans un tube La
formation d’un précipité blanc révele 1a présence des alcaloides [67] [68]. Ce test présente une

méthode d’analyse préliminaire.

111.8.2 Préparation de réactif de Bouchardat

Une solution aqueuse d'un mélange de25 g d'iode et 50 g d'iodure de potassium jaugée jusqu'a
1000 ml, mais on va travailler avec des petites quantités : [69]

o Dissolvez 5 g d'iode (I2) dans 100 ml d'eau distillée.

e Ajoutez 10 g d'iodure de potassium (KI) dans la solution d'iode.

e Agitez la solution jusqu'a dissolution compléte de I'iode et de I'iodure de potassium.

Figure 111.3 : Solutions de réactifs de Bouchardat et le réactif de Mayer
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111.9 Extraction par les méthodes conventionnelles

L’extraction des alcaloides dans un milieu alcoolique a été réalisés en utilisant I’éthanol comme

solvant ou le méthanol, soit par macération ou a I’aide d’appareil du soxhlet.

111.9.1 Extraction par macération

La méthode de Ross et Rain (1977) rapportée par Harborne (1998) avec quelques

modifications

e 10 g dela poudre délipidée par 250 ml d’éthanol par macération et sous agitation
mécanique a température ambiante pendant 24heures.

e Apreés 24 heures, en utilisant un évaporateur rotatif pour évaporer le solvant.

e On prépare 50 ml d’eau distillée acidifi¢ avec HCI jusqu’a pH=3, et ’ajoutée sur le
résidu qui reste dans le ballon de solvant évaporée précedent.

e Ensuite, on lave dans une ampoule a décanté avec le chloroforme, et on recupére la
phase aqueuse et I’alcalinisée jusqu’a pH=9 par une solution d’ammoniaque qui permet
ainsi aux alcaloides de passer de la forme sel & la forme organique.

e On va passer a I’extraction liquide-liquide par le chloroforme dans une ampoule a
décanté pour recupérer les alcaloides qui sont se forme organique dans la phase
organique.

e On lave la phase aqueuse avec ’eau distillée une a deux fois. Apres, on va la séchée par
le sulfate de sodium anhydre, et évaporer le chloroforme utilisant I’évaporateur rotatif

pour récupérer les alcaloides qui reste dans le ballon. [70]

111.9.2 Extraction par solvant sur le montage de Soxhlet

On va faire I’extraction avec le méthanol par le soxhlet Les alcaloides sont obtenus selon la

méthode de Ross et Rain (1977) rapportée par Harborne (1998) :

e 10g de la poudre délipidée est extraite au Soxhlet par 250 ml d’alcool (méthanol)
pendant 5 siphonage.

e Onrécupére le solvant et I’évaporer dans un évaporateur rotatif.

e On prépare 50ml de I’eau distillée acidifie jusqu’a pH=3 par HCl a 37% et on va
’ajouter sur le résidu qui reste dans le ballon de solvant évaporée précedent.

e Apres 30 min, on I’alcalinisé jusqu’a pH=9 par une solution d’ammoniaque qui permet

ainsi aux alcaloides de passer de la forme sel a la forme organique.
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e Puis mise pour extraction des alcaloides avec 50ml de chloroforme dans une ampoule a

décanter. La phase chloroformique récupérée et évaporée a sec. [70]

111.10 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 élevée, et une durée d'analyse relativement courte. Elle peut étre

employée pour la séparation, la détermination quantitative et I'identification des alcaloides.

e Colonne utilisée :
Les colonnes les plus utilisées sont les RP C18 de 125 millimétres de longueur avec un
diametre interne habituelle de 4,6 millimetres ; le volume d’injection est de 20 ul. [71]
e Phase mobile :
Le solvant d’¢lution utilisé est 1’acétonitrile 0,1% et ’eau légerement acide (50/50).
L’ajout d’acide en petite quantité a pour but de supprimer 1’ionisation des composés
phénoliques et des groupes carboxyliques ; apportant ainsi une bonne résolution et une
bonne reproductibilité de lecture. Le débit utilise est ImL / min. [71]
e La détectionen HPLC :
Les alcaloides absorbent bien les rayonnements UV et le détecteur d’UV ou d’UV-Vis
a longueurs d’onde variables est le plus généralement utilisé en chromatographie liquide

a haute pression. La longueur d'onde de détection est de 313 nm. [71]

111.11 Plan d’expérience

111.11.1 Choix de plan d’expérience

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

niveaux, cing facteurs et une point centrée.

e La problématique : Optimisation des parameétres d'extraction des molécules organiques

a partir d'une matrice végétale.

e Les facteurs : Les facteurs étudiés sont :
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Tableau 111.2 : plan de matrice expérimentale

Facteur code niveau bas -1 niveau haut +1
Temps(h) X1 2 3
Température (°C) X2 30 90
Concentration de HCI X3 0,1 0,2
(Mol/l)
Ratio X4 01:10 01:20
Coefficient de partage X5 1 2

e Laréponse : est le rendement (%) d’extraction (code R).

e L’objectif : optimisation.

111.11.2 La matrice expérimentale

Le nombre d’essai est déterminé par 1I’équation suivante pour un plan factoriel complet a deux

niveaux :
N=2"+C

e N : le nombre des essais
e n:nombre des facteurs.

e C:nombre des points au centre.

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

procédé d’extraction est de 33 expériences.



Tableau I11.3 : Matrice d’expériences.
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Temps Température | Concentration Ratio Coefficient de
(h) (°C) (mol/T) partage
Essai | niveau | valeur | niveau | valeur | niveau | valeur | niveau | valeur | niveau | valeur
1 -1 2 -1 30 -1 0.1 -1 01:10 -1 1
2 1 3 -1 30 -1 0.1 -1 01:10 -1 1
3 -1 2 1 90 -1 0.1 -1 01:10 -1 1
4 1 3 1 90 -1 0.1 -1 01:10 -1 1
5 -1 2 -1 30 1 0.2 -1 01:10 -1 1
6 1 3 -1 30 1 0.2 -1 01:10 -1 1
7 -1 2 1 90 1 0.2 -1 01:10 -1 1
8 1 3 1 90 1 0.2 -1 01:10 -1 1
9 -1 2 -1 30 -1 0.1 1 01:20 -1 1
10 1 3 -1 30 -1 0.1 1 01:20 -1 1
11 -1 2 1 90 -1 0.1 1 01:20 -1 1
12 1 3 1 90 -1 0.1 1 01:20 -1 1
13 -1 2 -1 30 1 0.2 1 01:20 -1 1
14 1 3 -1 30 1 0.2 1 01:20 -1 1
15 -1 2 1 90 1 0.2 1 01:20 -1 1
16 1 3 1 90 1 0.2 1 01:20 -1 1
17 -1 2 -1 30 -1 0.1 -1 01:10 1 2
18 1 3 -1 30 -1 0.1 -1 01:10 1 2
19 -1 2 1 90 -1 0.1 -1 01:10 1 2
20 1 3 1 90 -1 0.1 -1 01:10 1 2
21 -1 2 -1 30 1 0.2 -1 01:10 1 2
22 1 3 -1 30 1 0.2 -1 01:10 1 2
23 -1 2 1 90 1 0.2 -1 01:10 1 2
24 1 3 1 90 1 0.2 -1 01:10 1 2
25 -1 2 -1 30 -1 0.1 1 01:20 1 2
26 1 3 -1 30 -1 0.1 1 01:20 1 2
27 -1 2 1 90 -1 0.1 1 01:20 1 2
28 1 3 1 90 -1 0.1 1 01:20 1 2
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29 -1 2 -1 30 1 0.2 1 01:20 1 2
30 1 3 -1 30 1 0.2 1 01:20 1 2
31 -1 2 1 90 1 0.2 1 01:20 1 2
32 1 3 1 90 1 0.2 1 01:20 1 2
33 0 2,5 0 60 0 0,15 0 01:15 0 1,5

111.11.3 Exploitation des résultats

Les valeurs obtenues ont été introduite dans le logiciel MODE6 (2001, suéde) afin de
déterminer les effets des facteurs et leurs interactions ainsi que le modéle mathématique du

procédé.

111.11.4_Logiciel MODDE 6
MODDE 6 est un logiciel professionnel spécialisé dans la conception et l'analyse de plans

d'expérience. Développé pour répondre aux besoins des chercheurs, ingénieurs et scientifiques,
MODDE 6 offre des fonctionnalités avancées dans le domaine de l'optimisation et de la
modélisation. En utilisant des algorithmes sophistiqués, il guide les utilisateurs dans le choix
du plan d'expérience optimal en fonction de leurs objectifs spécifiques. Grace a une interface
conviviale, MODDE 6 facilite I'importation des données, la définition des facteurs, la
configuration des contraintes, et la visualisation des plans recommandes. Ce logiciel permet
également une analyse approfondie des résultats expérimentaux, contribuant ainsi a une prise

de décision éclairée et a une optimisation des processus.

Les valeurs obtenues expérimentalement ont été introduite dans le logiciel MODES®6 afin de
déterminer les effets des facteurs et leurs interactions ainsi que le modele mathématique du

procéde.
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1V.1 Introduction

Dans ce chapitre nous allons présenter les différents résultats auxquels cette présente étude a

pu aboutir. Les principaux résultats s’articulent autour de :

«» Caractérisation des alcaloides.
)

% Optimisation des paramétres d’extraction des alcaloides dans les feuilles de la plante
Ephédra.

1V.2 Détermination du taux d'humidité

Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminé le taux d’humidité de notre plante
Ephédra. Cette méthode consiste a déterminer la perte en masse d’eau dans la plante par

dessiccation a I’étuve. Nous avons révélé un taux d’humidité de 7,34%.

1V.3 Test phytochimique

La révélation de la présence des alcaloides dans les extraits obtenus (figure 1V.1) a été réalisée
par I’ajout du réactif de Mayer qui donne un précipité blanc et Bouchardat qui donne un

précipité brun ainsi explique le résultat positif de ce test.

B X TUT PASTEUR D 7
MILIEY
VA LITSKY-§

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



1VV.4 Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC)
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L'identification des composés de I’extrait des alcaloides totaux majoritaires de la poudre de

plante d’éphédra 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.

Graphique (1V.1).
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Graphique 1V.1 : Chromatogramme en HPLC des alcaloides extraits de la plante Ephédra

1V.5 Matrice expérimentale

A fin de la réalisation des essais expérimentales on a les résultats de rendement ci-dessous :




Tableau IV.1: Matrice des essais de plan d’expérience.
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Essai Temps (1) Température | Concentration Ratio Coefficient | Rendement
(°C) (mol/l) de partage (%)
1 2 30 0.1 01:10 1 3
2 3 30 0.1 01:10 1 3.6
3 2 90 0.1 01:10 1 8.6
4 3 90 0.1 01:10 1 6.4
5 2 30 0.2 01:10 1 3
6 3 30 0.2 01:10 1 6
7 2 90 0.2 01:10 1 4.8
8 3 90 0.2 01:10 1 5.1
9 2 30 0.1 01:20 1 7.8
10 3 30 0.1 01:20 1 5.2
11 2 90 0.1 01:20 1 4.6
12 3 90 0.1 01:20 1 4.4
13 2 30 0.2 01:20 1 3.2
14 3 30 0.2 01:20 1 5.4
15 2 90 0.2 01:20 1 2.6
16 3 90 0.2 01:20 1 5.8
17 2 30 0.1 01:10 2 2.4
18 3 30 0.1 01:10 2 7.2
19 2 90 0.1 01:10 2 5.6
20 3 90 0.1 01:10 2 6
21 2 30 0.2 01:10 2 2.6
22 3 30 0.2 01:10 2 4.6
23 2 90 0.2 01:10 2 3.6
24 3 90 0.2 01:10 2 6,08
25 2 30 0.1 01:20 2 5.6
26 3 30 0.1 01:20 2 6.8
27 2 90 0.1 01:20 2 5.6
28 3 90 0.1 01:20 2 5.6
29 2 30 0.2 01:20 2 5.2
30 3 30 0.2 01:20 2 4.8
31 2 90 0.2 01:20 2 4.8
32 3 90 0.2 01:20 2 4
33 2,5 60 0,15 01:15 1,5 3
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Le tableau montre que le domaine de variations des rendements est entre 2,4% et 8,6% pour les

limites choisies de temps, température, concentration, ratio et coefficient de partage.

1V.6 Etude statistigue

Pour évaluer la fiabilité d’un mod¢le obtenu par les plans d’expériences, les valeurs de quelques
coefficients sont exigées. Le graphique 1V.2 représente le coefficient de corrélation et le

coefficient de prédiction.

Investigaion PFE (PLS. comp =2) . R

Summary of Fit @
Model Valdty

et

Graphique 1V.2: Histogramme représentant le coefficient de corrélation et le coefficient de

prédiction de modeéle.

e Pour le rendement la valeur de R? est égale a 0,554, cette valeur n’est pas proche de 1
nous permis de dire qu’il y n’a pas une bonne corrélation entre les résultats obtenus.

e La valeur de coefficient de prédiction Q? est de I’ordre de 0,00, cette valeur loin de 1
montre que la prédiction des rendements a I’intérieur des intervalles étudiés reste trés
difficile.



37

[

Graphique 1V.3 : Comparaison entre les données expérimentales et le modele

de prédiction de rendement
La difficulté de prédiction peut étre expliquée par le le graphique 1V.3, comparant les
données expérimentales et le modéle de prédiction du rendement. La plupart des points
sont suivant la ligne medium a part quelques expériences comme 30, 18, 16, 9 et 3 ces

ce qu’on va exclu pour améliorer les valeurs de R? et Q? (graphique 1V.4).
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Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2) —
Summary of Fit —_
’ =

Graphique 1V.4: Histogramme représentant le coefficient de corrélation et le coefficient de

prédiction de modele

e D’aprés le graphique 1V.4, on lire que R? est égale & 0,837 ce qui est trés proche de 1 et
Q? est égale & 0,561, ce qui nous permet de dire que maintenant on peut dire qu’il y a

une excellente corrélation entre les résultats obtenus.

1VV.6.1 Modélisation mathématique

Le mod¢ele mathématique liant la réponse avec les cinq facteurs du procédé d’extraction étudié

est suivant :

Y=1,026X1+0,519025X2-0,459807X3+0,511006X4+0,494445X5-
0,379103X1X2+0,2412X1X3-0,345061X1X4-0,191592X1X5-0,41439X2X3-
0,953786X2X4+0,062092X2X5-0,278234X3X4-0,287263X3X5+0,737412X4X5+4,93878

1V.6.2 Effets des facteurs étudiés sur le rendement

La représentation des effets des facteurs est important pour estimer les variables ayant plus

d’influence sur la réponse.
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Graphique 1V.5: Influence des effets sur la réponse
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v Tous les facteurs influent positivement sauf la concentration ce qui est le troisieme

facteur influence négativement.
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L’interaction entre la température et le ratio (X2X4) a I’influence le plus importante sur
le rendement ce qui est représenter dans la figure 1V.7, et influent négativement.
L’interaction entre le temps et le coefficient de partage (X1X5) influent négativement.
L’interaction entre le temps et le ratio (X1X4) influent négativement.

L’interaction entre la température et la concentration (X2X3) influent négativement.
L’interaction entre la concentration et le coefficient de partage (X3X5) influent
négativement.

L’interaction entre le temps et la concentration (X1X3) influent positivement.
L’interaction entre le temps et la température (X1X2) influent négativement.
L’interaction entre le ratio et le coefficient de partage(X4X5) influent positivement.
L’interaction entre la concentration et le ratio (X3X4) influent négativement.
L’interaction entre la température et le coefficient de partage (X2X5) a I’influence le
moins importante (négligeable) sur le rendement ce qui est representer dans le graphique

IV.6, et influent positivement.
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Graphique 1V.6 : Classification des variables selon 1’importance de leur effet sur la réponse
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1.7 Prédiction des résultats

1VV.7.1 La relation entre la réponse et les interactions entre les facteurs

Les contours représentant I’évolution du rendement en fonction de deux facteurs et en fixant
les trois facteurs restants au centre. Cela peut étre utile pour déterminer les conditions optimales

pour maximiser le rendement.

- Les zones de couleur plus bleue indiquent des rendements plus faibles.

- Les zones de couleur plus verte a rouge indiquent des rendements plus élevés.

1°" contour : (interaction X1X2)

Les rendements les plus élevés (4.7%) sont atteints a des températures autour de 60°C et des
temps proches de 3h.

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

NI
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30 40 50 18] 70 a0 90
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Figure 1V.2 : Carte de contours de la variation du Rendement en Fonction du temps

et de température d’extraction

2°™M¢ contour : (interaction X1X4)

Les rendements les plus élevés (4,73%) sont atteints & un ratio (X4) environ 15, et de
temps(X1) est environ de 3h.
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Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

Temps d’extraction (min)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
FRotic

Figure 1V.3 : Carte de contours de la variation du Rendement en Fonction

du Ratio et du Temps d’extraction

3°M€ contour : (interaction X2X3)
Le rendement est égal a 4,29 % au max, lorsque la température (X2) est environ de 80°C et la
concentration (X3) soit minimale (environ 0,1 mol/l).

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

Concentration {mol/L)

Temperature { C)

Figure 1V.4 : Carte de contours de la variation du Rendement en Fonction de la température

d’extraction et de la concentration d’HCl
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4°M€ contour : (interaction X4X2)
Le rendement est égal a 3,3% au max, lorsque la température (X2) est maximale environ de
90°C et le ratio (X4) soit environ 10.

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

Ratia

30 40 50 50 7O S0 S0
Temperoture ( C)

Figure 1V.5 : Carte de contours de la variation du Rendement en Fonction de la température

d’extraction et du ratio

5°M€ contour : (interaction X4X3)
Les rendements les plus élevés (4,22%) sont atteints a un ratio (X4) environ 20 et des
concentrations (X3) faibles (0,1 mol/l).

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement
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Figure IV.6 : Carte de contours de la variation du Rendement en Fonction du ratio et de
concentration d’HCl
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6°™ contour : (interaction X5X3)
Les rendements les plus éleves (4,33%) sont atteints a un coefficient de partage (X5) environ 2

et concentration (X3) environ 0,1 mol/l.

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

Coefficient de partage

0.12
Concentroticn {(mal /L)

Figure IV.7: Carte contours de la variation du Rendement en Fonction de la concentration
d’HCI et du coefficient de partage

7°™M¢ contour : (interaction X5X4)
Le rendement est égal a 3,63% au max lorsque le ratio (X4) est égal a 20 et le coefficient de

partage environ 2,
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Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement
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Figure 1.8 : Carte contours de la variation du Rendement en Fonction du ratio et du

coefficient de partage
8°™M€ contour : (interaction X1X3)

Les rendements les plus élevés (5,5%) sont atteints a un temps environ 3h et une concentration
faible (0,1 mol/l).

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

0.20
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0.8
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.12
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Figure 1V.9: Carte contours de la variation du Rendement en Fonction du temps d’extraction

et de concentration d’HCI
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9°™® contour : (interaction X1X5)
Les rendements les plus éleves (4,93%) sont atteints & un temps autour de 3h et un coefficient

de partage éleve.

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement

A s s AN

Coefficient de partage
O WbkboNhioo

I G Sy

2.0 2.2 -4 2.6 2.8 3.0
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Figure 1V.10: Carte contours de la variation du Rendement en Fonction du temps

d’extraction et du coefficient de partage

10°™ contour : (interaction X2X5)
Les rendements les plus élevés (3,33%) sont atteints a une température et le coefficient de

partage élevés.

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)
Contour Plot

Rendement
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Figure 1V.11 : Carte contours de la variation du Rendement en Fonction du température

d’extraction et de coefficient de partage
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1VV.8.2 La relation entre la réponse et les facteurs

Dans cette partie on va représentant 1’évolution du rendement en fonction de chaque facteur :
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Graphique 1V.7: Courbes de variation du rendement en fonction de temps, température et la

concentration
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1% graphe (Le graphe de la variation de rendement en fonction du temps) : on remarque
que lorsque le temps augmente [2,5 h-3 h] le rendement augmente [3,1%-4,9%)], et
lorsque le temps augmente entre [2h-2,5 h] le rendement diminue [3,6%-3,1%)].

2°M graphe (Le graphe de la variation de rendement en fonction de la température) : on
remarque que lorsque la température augmentent entre [30°C-60°C] le rendement
augmente, et lorsque la température est entre [60°C-90°C] le rendement presque
constant [3,10%-3,20%].

3¢ graphe (Le graphe de la variation de rendement en fonction de la concentration) :
Lorsque la concentration augmentent entre [0,1M-0,15M] le rendement diminue
[4,10%-3,10%], et lorsque la concentration augmentent entre [0,1M-0,2M] le
rendement augment [3,10%-3,50%].
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Coefficient de partaoe

Investigation: PFE AE (PLS, comp.=2)

Prediction Plot

Rato

Graphique 1V.8 : Courbes de variation du rendement en fonction de ratio et le coefficient de

partage

*  4°*™ graphe (Le graphe de la variation de rendement en fonction de ratio) : le rendement

augmente lorsque le ratio augmente entre [10-20].
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* 5°M graphe (Le graphe de la variation de rendement en fonction de coefficient de

partage) : le rendement augmente lorsque le coefficient de partage augmente entre [1-

2],

1VV.8 Matrice des optimums

Le logiciel MODES6 nous a permis de générer une matrice des optimums (Tableau 1V.2).

Les résultats obtenus montrent clairement que I’optimum est I’expérience numéro 26.

Tableau 1V.2 : Matrice des optimums

Temps Température | Concentration | Ratio | Coefficient | Rendement
d'extraction © (mol/L) de partage

(min)

2,0087 82,1299 0,1 20 2 6,0567

2,9998 84,2005 0,1 14,4337 1,9998 6,122
2 89,9925 0,1995 12,3247 1,5355 4,2278
3 30,0013 0,1982 19,9961 2 5,9788
3 88,6971 0,1 10,0113 1,3499 6,0562
3 42 0,1 20 2 6,4803
2 86,8963 0,1 20 2 6,1007

2,9936 51,6085 0,1004 19,9787 1,9975 6,4198

1VV.9 Résultats des méthodes conventionnelles

Les résultats obtenus par ces techniques d'extraction conventionnelles (extraction par solvant

en utilisant le montage de Soxhlet et par une deuxieme méthode de macération) sont présentés

dans le tableau. (Tableau 1V.3).



52

Tableau I1V.3 : Les résultats des différents techniques d’extraction

Extraction | Extraction extraction par l'eau acidifiée

Methodes par par inferieur supérieur
macération| Soxhlet P
Rendement 1,6% 1,5% 2,4% 8,6%

Ces résultats montrent que des rendements d’extraction par les méthodes conventionnelles sont
nettement inférieures a ceux trouvés avec la méthode d’extraction optimisée par les plans

d’expériences

1V. Discussion des résultats

e Le coefficient de partage influe positivement sur le rendement de I’extraction. Cette
influence positivée est due a I’augmentation de la phase organique lors de I’extraction

des alcaloides liquide —liquide par le chloroforme

e De méme la température est un facteur positif favorisant 1’extraction des alcaloides par
I’eau acide il permet une meilleure solubilisation de la mati¢re solide dans le milieu

aqueux

e Le temps ainsi que la concentration de HCI ont une influence légére tandis que le ratio

influe positivement sur cette extraction de ces alcaloides par 1’eau acidifié.

e Le point comment entre ces facteurs est le contacte des alcaloides par les ions chlorures
qui leurs permettent le passage dans I’eau acide sous forme de sels facilement
récupérables. Né au moins ce passage peut engendrer la dégradation des alcaloides ce

qui diminue le rendement d’extraction.
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Conclusion générale

L’extraction des alcaloides est basée sur la différence de leurs solubilités en milieu acide et en
milieu alcalin, ils auront ainsi le pouvoir d’étre séparés des autres constituant du la maticre

végetale.

L’objectif de cette étude est ’optimisation des parameétres d’extraction des alcaloides par la
méthode des plans d’expériences a partir d’une plante algérienne saharienne de la région

d’Oued Souf afin de valoriser cette espece de la famille des Ephédrace.

e Lesrésultats obtenus au cours de ce travail montrent que la plante végétale contient une
quantité importante d’alcaloides.
e [’optimisation des paramétres d’extraction des alcaloides par la méthode des plans
d’expériences nous a permis d’avoir les résultats fixant les valeurs optimums :
» Temps d’extraction de 3 heures,
Température d’extraction 30°C

>
» Le ratio (rapport matiere végétale / solvant) égale a 1:20 ,
» Concentration de HCL 0,1 mol/L

>

Un coefficient de partage égale a 2.

Conduisant ainsi a un rendement d’extraction égale a 6,8%
L’étude de I’effet de ces facteurs a montré qu’le temps a une grande influence sur le procédé

d’extraction.

L’extraction par les méthodes conventionnelles dans les solvants organiques polaires 1I’éthanol
et le méthanol, nous ont permis d’extraire les alcaloides a des rendements égaux a 1,6 % et 1,5

% respectivement.

L’identification des composés d’alcaloides extraites par la chromatographie en phase liquide
HPLC nous a permis de confirmer la présence d’un produit majoritaire, le chlorhydrate de

pseudo Ephédrine a un temps de rétention égale a 1,99 min

Enfin ’ensemble des résultats obtenus ne consiste qu’un premier pas dans la recherche des

meilleures méthodes et meilleurs parametres d’extraction des substances naturelle ayant un
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grand intérét dans la chimie des molécules organiques. A cet effet plusieurs perspectives sont a
envisager :

e Compléter I’optimisation en incluant d’autres paramétres comme la taille des particules

e Optimiser d’autres méthodes d’extraction par une étude d’extraction par ultrason.

o Caractérisation de ces alcaloides par la chromatographie en phase liquide couplée par
la spectroscopie de masse pour déterminer tous les composants chimiques de ces
alcaloides.

e Etude de I’activité pharmacologique des alcaloides qui pourraient entre des produits de

départ dans la formulation des produits médicaux.
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