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Résumé :

Notre travail se concentrent sur 1’étude de quelque extrait de la plante Melia Azédarach et de leurs
effets biologiques. Cette plante tres présente en Algérie mais elle n’a pas la place méritée parmi les
espéces végétale. Elles illustrent un double intérét : résolution des problémes environnementaux et
augmentation de I’intérét industriel, les résidus de la production d'huile provenant des graines
(tourteau) peuvent servir d’un compost.

Les extraits ont qui nous somme intéressés sont 1’huile végétales extrait des graines et 1’huile

essentielle et extrait brut de la pulpe. Les analyses physico-chimiques précédentes ont montré que
nos huiles végétales sont de bonne qualité et que la performance est de 9,2 %. Une analyse par
spectrophotometre infrarouge IR indique que I’huile d’azédarach de Melia est riche en acides gras.
L’analyse des huiles végétales pour GC-MS du c6té de Melia Azedarach n’a pas été concluante, Un
seul composé correspondant au temps de rétention 10,34 mn a pu étre identifié qui est le
Benzenpropanal-a-méthyle. L’extraction d’huile essentielle de pulpe par Clevenger n’a révélé
aucune trace  par contre 1’extrait brut de pulpe selon les travaux récentes montres que la pulpe
possede des composés chimiques efficace, Une étude de I’effet antibactériens des bactéries avec
différentes techniques, dont I’ Aroma gramme du huiles végétales des graines et de pulpe montre que
I’extrait brut de pulpe par obtenue par méthanol présente des résultats positive selon des travaux
récentes. Le test de toxicité indique que I’huile végétales est non toxique de cette huile végétale de
Melia Azedarach le test de toxicité reste eu évalué vu mangue de documentation

Mots clés : Melia Azedarach ; huiles végétales ; GC-MS ; amidon, huiles essentielles extrait brut,
méthanol, spectrophotométrie.



Abstract:

Our work focuses on the study of some extracts of the plant Melia Azedarach and their biological
effects. This plant is very present in Algeria but it does not have the place deserved among the plant
species. They illustrate a double interest: solving environmental problems and increasing industrial
interest, in which the residues of the production of oil from seeds (tourteau) can be used as compost.
The extracts we are interested in are the vegetable oil extracted from the seeds and the essential oil
and crude extract from the pulp. Previous physico-chemical analyses have shown that our vegetable
oils are of good quality and that the performance is 9.2%. An analysis by IR infrared
spectrophotometer indicates that Melia azedarach oil is rich in fatty acids. The analysis of the
vegetable oils for GC-MS on the side of Melia azedarach was not conclusive, only one compound
corresponding to the 10.34 min retention time could be identified which is Benzenpropanal-a-methyl.
The extraction of essential oil of pulp by Clevenger has revealed no trace on the other hand the crude
extract of pulp according to recent work shows that the pulp has effective chemical compounds, A
study of the antibacterial effect of bacteria with different techniques, including the Aroma gram of
vegetable oils from seeds and pulp shows that the crude extract of pulp by obtained by methanol
shows positive results according to recent work. The toxicity test indicates that the vegetable oil is
non-toxic from this vegetable oil of Melia Azedarach the toxicity test remains evaluated due to lack
of documentation

Keywords: Melia Azedarach; vegetable oils; GC-MS; starch, essential oil crude extract, methanol,
spectrophotometry.
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Introduction :

Les sages de chaque peuple étudiaient toutes les herbes qu’ils avaient sous la main et transmettaient,
oralement le plus souvent, leurs savoirs aux générations suivantes. (Jourdain D., 1997).

L’ Algérie, regorge de plantes médicinales qui sont encore méconnues et exploitées de fagon
artisanale. (Abdelguerfi A., Ramdane MSA., 2003).

En effet, ’utilisation des plantes médicinales et aromatiques pour 1’industrie cosmétique et
pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire, reste un domaine vierge en Algérie
(Reguieg L.,2011).

Parmi les diverses plantes qui sont utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques nous nous sommes
intéressées a Melia Azedarach L. (MELIACEAE.

En Algérie Melia Azedarach est rependue dans les régions arides et semi-aride, elle est utilisée
comme arbre ornementales vue de sa floraison.

L’objectif de ce présent travail est une contribution a la valorisation des extraits de fruit de Melia
Azédarach.

Pour cela nous avons articulé notre travail au tour de 3 parties :

Une partie bibliographique ou nous avons évoquées quelques généralités sur la plante médicinales,
généralités sur Melia Azedarach, étude sur les huiles vegétales, les huiles essentielles et extrait brut
des plantes.

Une partie de matériels et méthodes.

Une partie de résultats et discussion.

Et nous terminerons par une conclusion.



Chapitre 1 BIBLIOGRAPHIE



1.1 Genéralité :

Les hommes ont toujours pratiqué cette médecine élémentaire et efficace se transmettant de
génération en génération leur savoir empirique. La médecine douce n’est pas une thérapeutique
nouvelle : la phytothérapie est seulement une reconnaissance (Boulous, 1983).

La phytothérapie s’intégre dans la thérapeutique moderne. Elle fait partie de la médecine qui n’est
pas considérée comme une thérapie douce (Biauchinif et Corbetta, 1975).

Les plantes sont dites médicinales lorsqu’un de leurs organes posseéde des activités
pharmacologiques, pouvant conduire a des emplois thérapeutiques (Bruneton, 1993).

Les plantes produisent déja 70% de nos medicaments, deéja environ 170000 molécules bioactives
ont été identifiées a partie de plantes (CHAABI, 2008).

1.1.1. Définition des plantes médicinales

On appelle une plante médicinale toutes plantes renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes contenant toutes une gamme de
matieres efficaces peuvent avoir des actions différentes suivant leur préparation (Schauembery,
1977).

Parmi les diverses plantes qui sont utilisées pour leurs propriétés thérapeutique nous nous sommes
intéresses a Melia azedarach qui est considéré comme reméde universel car toutes ses parties ont
des vertus thérapeutiques et bio insecticides.

On appelle une plante médicinale toutes plantes renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes contenant toutes une gamme de
matiéres efficaces peuvent avoir des actions différentes suivant leur préparation (Schauembery.,
1977).

Parmi les diverses plantes qui sont utilisées pour leurs propriétés thérapeutique nous nous sommes
intéresses a Melia Azedarach qui est considéré comme remede universel car toutes ses parties ont
des vertus thérapeutiques et bio insecticides.

1.2 Généralités sur Melia Azedarach :

1.2.1 Origine et répartition dans le monde :

Melia azedarach L. est un arbre d'ornement a croissance rapide. 1l se produit généralement dans les
régions tropicales et subtropicales de I'Asie. 1l serait originaire de Perse, la Chine et I'Inde (Peter et
al., 2003). Cette espéce est cultivée et naturalisée dans toute I'Inde. De nos jours, il est aussi cultivé
dans d'autres régions chaudes du monde en raison de sa grande tolérance climatique (Senthil-Nathal
et al., 2006). De Ia, M. azedarach est naturalisé dans un certain nombre de pays, tels qu'en Afrique
dont I'Algérie, en Australie et dans les Amériques. (Méndez et al., 2002; Huang et al., 1997; Peter et
al., 2003).

1.2.2 Etymologie :

Gréce a la large répartition géographique de Melia Azedarach, une vingtaine d’appellations sont
connues a travers le monde :

En francais elle est appelée arbre & Chaplet, car les noyaux de ses fruits servaient a faire des
chapelets dans les pays catholiques de la méditerranée (Brosse., 2004), et elle est appelé aussi Lilas
de Perse ainsi que le Margousier ou Lilas de Chine.

En anglais elle est appelée Margosa Tree, Bead Tree, Persian Lilac ou Pride of India.

A Madagascar elle est appelée « Voandelaka Gasy ».

En arabe c’est Zanzalakh, Azadiakh, Shagarra hurrah (WATT., 1889)

1.2.3 Classification botanique :

Selon Guinard (1994), Melia Azedarach est classée comme suit :

Regne : Plantea
Embranchement : Spermaphyte
Sous embranchement - Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales
Famille : Meliaceae
Genre : Melia

Espéce : Melia azedarach



1.2.4 Ecologie :
Cette espéce est une plante rudérale, son aire de répartition est trés large, elle possede une grande
souplesse biologique ainsi qu’une plasticité écologique et supporte diverses variations de conditions
environnementales (sécheresse, excé d’humidité et température variée). C’est une plante a grande
fécondité et a pouvoir germinatif éleve. Tout ceci lui assure un envahissement rapide des diverses
régions (Cabanis et al., 1969).
Melia Azedarach se développe sur tout type de sol, allant d’un sol riche et humide jusqu'a un sol
pauvre et sec (Kerharo., 1975).

1.2.5 Description botanique :

Melia azedarach est un arbre de la famille des Meliacaes (Figurel.1). 1l est haut de 6-12 m,
certaines variétés de la forét tropicale pour atteindre 30 a 45 metres (Oelrichs et al., 1985 ; Hare et
al., 1997). L'écorce est brun rougeétre et est fissuré sur des arbres arrivés a maturité. Les
inflorescences en panicules axillaires sont Iaches et longues de 10 & 20 cm, aux fleurs violettes (Figure
1.3), parfumées et en forme d'étoile, de 1-2 cm de diametre, a 5 pétales étroits. Les fruits a maturité

sont de couleur jaune et sont sphérique (Figure 1.4).

Figure 1.2 Les feuilles de Melia Azedarach. Anonyme 5


http://www.plantesdusud.com/IMG/jpg/melia_azedarach01480x640.jpg

Figure 1.4 Les fruits Melia Azedarach.Anonyme 5

1.2.6 Propriété thérapeutique :
a- Utilisation en médecine traditionnelle :

Melia Azedarach a été étudiée en détail par de nombreux chercheurs en référence a son potentiel
d’activité comme une plante médicinale (Al-Rubae, 2009).

Il a également été tres étudié par la médecine moderne : les effets antiseptiques, anti-
inflammatoires, hypoglycémiants, antibactériens, antipaludéens, antiviral, etc., de divers
constituants des feuilles, écorces, graines, racines sont maintenant établis. Ainsi, plusieurs
médicaments a base d’extraits de neem sont commercialisés en Inde (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1992). Le tableau 1.1 résume les activités biologiques de la plante.
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Tableau 1.1 Activités biologiques du Melia Azedarach.

Partie de la plante

Les feuilles

(Khan AV et al.,2011
Handa S.S et al., 2006)

Tige (Warrier PK et
al., 1995 Dhiman
A.K., 2003)

Ecorce (Khan. AV et
al., 2011)

Rahmatullah MM
etal., 2010, Sharma
PCetal., 2001)

Racines Mishra G et
al., 2013 Sen Aet al.,
2010

Les fleurs Warrier
PKet al., 1995

Sen A etal., 2010
Saleem R et al., 2008

Fruits Sen A et al.,
2010

Cropley TG,
hasquawa GR., 2007

Rani M et al., 1999

Graines Sen A et al.,
2010

Huile des graines
khan AV et al.,2011

Cropley TG,
HesquawaGR.,2007

Activités Biologiques
Diurétique, anthelminthique, résolvante, antidiarrhéique et désobstruant.

Efficace dans les maladies de la peau, I’hystérie, les maux de dents, la fievre, Les
douleurs rhumatismales.

Extrait des feuilles fraiches est appliquée pour des brilures a lI'extérieur.

5 ml d’extrait de feuilles est administré par voie orale trois fois par jour pour les
pieux.

5 a 10 ml d’extrait de feuille est pris par voie orale deux fois par jour pendant sept
jours dans la pyrexie.

Extrait de feuilles est utilisée pour guérir I'éruption sur le cuir chevelu et aussi
pour des maux de téte, et il est utilisé aussi comme rince-bouche pour la gingivite,
sanglants pieux, morsure de serpent et le diabete.

Les feuilles sont utilisées dans I'anémie, I'eczéma et la rougeole, la jaunisse, traiter
le paludisme et d'expulser les vers parasite.

Administrer dans I'asthme.

Prescrit dans la fievre pour soulager la soif, les nausées, les vomissements et une
perte d'appétit.

30 a 50 ml de I'infusion de I'écorce de la tige est utilisé par voie orale deux fois par
jour pour la gonorrhée. Efficace pour les douleurs rhumatismales.

Les racines sont ameéres, astringent, antalgique, dépuratif, vulnéraire, antiseptique,
vermifuge, constipé, désobstruant, résolvante, expectorant, fébrifuge.

IIs sont utilisés comme astringent, diurétique, antalgique, résolutif désobstruant,
vermicide, Stomachique et réfrigérant.

Efficace pour tuer les poux et soigner les maladies bactériennes de la peau chez
les enfants, y compris les pustules, et les infections pyogénes.

Les fruits sont utilisés pour la préparation de tonique qui est purgative, émolliente
et anthelminthique.

Les fruits sont réputés pour étre puissamment vermifuges

Amere, aphrodisiaque, expectorant, vermifuge, utilisé dans la fiévre typhoide, les
écrouelles, les helminthiases et dans la douleur de la région pelvienne.

Antiseptique pour les plaies et les ulcéres, maladies de la peau, par exemple, la
teigne, la gale et les rhumatismes. L'huile est utilisée en interne dans la fiévre du
paludisme et de la lépre.



b- Utilisation dans la santé du bétail :

Les feuilles mélangées avec les pailles de couvaison peuvent prévenir ou tuer les mallophages

parasites des poules couveuses, Ainsi que les fourrages composeés avec des feuilles de Melia

Azedarach servent a entretenir la santé bovine et présente aussi des effets antihelminthiques

(Hajaniaina., 1998).

c- Utilisations dans les ménages :

Grace a ces racines profondes, Melia Azedarach était autrefois plantée sur les bords des parcs pour

retenir le sol dans les régions d’Afrique. Les feuilles mélangées au charbon de bois, servent a

peindre des tableaux noirs. Les feuilles de Melia Azedarach accélérent la maturation des fruits

climatérique : avocat, bananes, kaki, mangue. Les feuilles broyées peuvent remplacer les savons

locaux.

Les feuilles broyees, épandus dans la chambre, sous les matelas, tuent les puces et les punaises,

comme ce qui est pratiqué également avec le neem. L’extrait brut des feuilles est souvent employé

pour tuer les poux et les feuilles fraiches jetées au feu peuvent éloigner les moustiques. Le bois qui

est tendre est facile a raboté et a manipulé comme le sapin est utilisé en ébénisterie (Hajaniaina.,

1998).

d- Utilisation dans ’agriculture en protection des végétaux :

Melia Azedarach est utilisé dans la protection de la riziculture. L’extrait aqueux des feuilles épandu

aux bordures des pépinicres et a I’intérieur des rizieres éloigne les poux du riz.

En cultures maraicheres, I’extrait aqueux des feuilles macérées (pendant 24 h) ou non est utilisé

pour la lutte contre des vers chenilles désolatrices et contre les sautereaux.

Face a la montée des attaques des nématodes et des insectes terricoles sur la riziculture, les paysans

enfouissent dans les rizieres des découpes de feuille de Melia Azedarach (Hajaniaina., 1998).

La poudre de graines de Neem, a 1 ou 2% en poids assure la protection des graines pendant plus un

an contre Trichoderma, Rhyzopertha, Sitphilus (A Jussieu., 1988).

La poudre de tourteau mélangée a 1’urée permettait une économie importante d’engrais azoté

principalement pour la culture de riz et de la canne a sucre (A Jussieu., 1988).

1.2.7 Toxicologie :

La toxicité des fruits due aux tetranorterpenes varie avec les facteurs environnementaux et le stade

de la croissance de I'arbre, ce qui rend I'évaluation des risques difficile (Tam Garland et A.

CatherineBarr.,1998) Les rapports cliniques indiquent que 1’ingestion de 5 ou 6 fruits par les

jeunes chiens ou 6 a 8 fruits par les enfants peut étre fatale (Hare W.R.,1997).

La revue de la littérature médicale chinoise rapporte que I'intoxication humaine se produit lorsque 6

a 9 fruits, 30 a 40 graines ou 400 g d'écorce sont consommés (Godofredo U., Stuart Jr.,2013).
Les toxines dans les différentes parties de 1‘arbre permettent de jouer un réle primordial dans

la protection des végétaux. Elles luttent contre plus de 400 especes d’insectes ravageurs, dont

certaines sont resistantes aux pesticides chimiques.

Ses propriétés ovicides et larvicides lui permettent d’affecter la ponte des femelles de certains

arthropodes ainsi que la mue et la croissance des larves, affaiblissant ainsi la résistance de ces

insectes (BenGhnaya A et al., 2013).

1.2.8 La composition chimique de la plante :

Les composants les plus importants et qui sont aujourd’hui les mieux connus sont : 1’azadirachtine,

Salannine, Méliantriol, Nimbine aussi Nimbidine (tableau 1.2) (Duranton et al., 1982).



Tableau 1.2 Liste des composés bioactifs présents dans Melia Azedarach.
Composes localisation Activité biologique

Nimbine Anti-inflammatoire
Anti-arthrite
Antipyrétique

Hypoglycémique Anti-Ulcére gastrique
Spermicide
Antifongique

Antibactérien

Diurétique
Nimbidate de sodium Anti-inflammatoire
Nimbine Huile de graines Spermicide
Nimbolide Huile de graines Antibactérien
Anti-malaria
Gédunine Huile de graines Antifongique Anti malaria
Azadirachtine Graines Anti malaria
Mahmoodine Huile de graines Antibactérien
Acide gallique, (-) Ecorce Anti-inflammatoire
épicatéchin et catéchine Immuno modérateur
Margolone, Margolonone Ecorce Antibactérien
et isomargolonone
Trisulfide cyclique et Feuilles Antifongique
tétrasulfide cyclique
Polysaccharides Anti-inflammatoire
Polysaccharides Gla, Glb Ecorce Antitumoral
Polysaccharides Glla, Gllb Ecorce Anti-inflammatoire
NB-11 peptidoglycane Ecorce Immunomodérateur

(Biswas et al., 2002)
e Azadirachtine :

L’azadirachtine est structurellement similaire aux hormones des insectes appelées « ecdysones » qui
contrble la métamorphose. Les amandes de Melia contiennent de 2 a 4 mg d’azadirachtine par
gramme d’amande (Vigneron., 1978).

L’azadirachtine est I’élément principal de I’arbre, il représente 90% d’effets répulsifs aux insectes
déprédateurs. Il ne tue pas immédiatement les insectes mais déregle leur croissance et leur
développement.

D’apres ce méme auteur, 1’azadirachtine est classé parmi les plus grands régulateurs de croissance
et inhibiteurs de prise de nourriture sur plusieurs especes d’insectes.



L’azadirachtine de formule chimique C35H44016est un composé de la famille des limonoides;
c’est un tétranortriterpénoide hautement oxydé (structure multi cyclique), il présente une
grande variété de fonctions oxygénées comme les éthers énoliques, acétals, hémi acétal et
des oxiranes tétra substitués ainsique des esters carboxyliques voir (figure 1.5) (Ben Ghnaya A.
etal).

Figure 1.5 Formule chimique de la molécule d’azadirachtine
L’azadirachtine est le composé le plus actif contre les insectes, ¢’est en fait un mélange de 7
composés isométriques (A a G), ’isomere A est le plus abondant, cependant c’est I’isomere « E »
qui présente les propriétés insecticides. Il agit a la fois sur la croissance et le développement de
I’insecte (croissance larvaire, mue) et comme facteur anti nutritif (Hurtel., 2007).
D’autre composés présents dans Melia Azedarach (feuilles, bois, ou huile) ont aussi un pouvoir
insecticide, principalement de type hormonal ou anti nutritif, parmi les composés les plus actifs en
plus de I’ Azadirachtine il y’a la Salannine, le Meliantriol, et le Nimbine (Hurt el., 2007).

e Méliantriol :

I1 constitue un anti appétant, capable d’inhiber la prise de nourriture des insectes pour de trés faibles
concentrations (Vigneron., 1978).
e Salannine: .

Le troisieme triterpenoide isolé de mélia est le Salannine, capable d’inhiber la prise de nourriture lui
aussi, mais n’influence pas la mue des insectes (Vigneron., 1978).
e Nimbine et Nimbidine :

Les deux composes présentent une activité antivirale ; en effet ils affectent le virus x de la patate, le
virus vaccina et le virus « fowl pox ». Tous ces composés sont plus abondants et plus accessibles
dans les amandes, ils sont obtenus par plusieurs méthodes d’extraction. Cependant les ingrédients
sont faiblement solubles dans 1’eau, mais treés solubles dans les solvants organiques comme 1’alcool,
I’acétone et I’éther (Hurtel., 2007).

A- Composition chimique des feuilles :

L’identification et la purification des matiéres actives des feuilles de Melia Azedarach ont
débuté en 1946 par Chauvin (Chauvin R.,1946), qui a isolé la substance amére appelée meliatine.
D’autres études ont indiqué que ces feuilles contiennent essentiellement des c-secomeliacines tels
que : nimbine, nimbinene, nimbandial, nimbolide, quercétine (Ben Ghnaya A et al., 2013).
Tableau 1.3 Révéle quelques différents constituants chimiques des feuilles de Melia.

Protéines (%o) 6.60 6.10
Lipides (%) 2.80 1.08
Fibres (%) 10.96 10.33

(Italo Chiffelle G et al.,2009)
B- Composition chimique de I’écorce et des racines

L’¢écorce et le bois jeune contiennent des tanins aux propriétés astringentes, mais aussi des
triterpénoides, plus précisément des protomeliacines, des limonoides, des azadirones et leurs
dérivés (Ben Ghnaya A et al.,2013). Les racines de la plante ont montré la présence des
trapézoides, des limonoides, des flavonoides, des stéroides et des acides (Sharma D.et Paul Y.,
2013).



C- Composition chimique des fruits

Les recherches sur la composition du fruit du Melia Azedarach ont montré la présence d’une
diversité de substances naturelles regroupant des lipides, des protéines et des glucides, qui sont
calculées par rapport a la matiére seche dans le tableau 1.4.
Tableau 1.4 La répartition de substances naturelles dans le fruit de Melia.

Matiére Seche Glucides Lipides Protéines

MA 100 4.34 32.47 1.96

(Milla Aetal.,2011 )

1.3 Les huiles végétales :

1.3.1 Définition des huiles végétales :

Les huiles végétales sont des esters d’acide gras a poids moléculaire élevé, visqueuse et peu
volatiles. Elles sont divisées en huiles siccatives ou semi -siccative selon leur capacité a s’épaissir
en présence d’oxygene (Balachovsky., 1959). Elle recéle une grande hétérogénéité d’acide gras
saturé ou insaturé. (Tableau 1.5)

Tableau 1.5 Composition en acides gras de I’huile de Melia Azedarach.

ACIDES GRAS %
Acide Palmitoléique 0,1

Acide Palmitique 7,4
Acide Stéarique 3,1
Acide Arachidique 0,2
Acide Linolénique 0,2
Acide Oléique 13,5
Acide Linoléique 74,1
Acide gondoique 0,4
Acide axlepique 0,8
Autre 0,1

(La voisier., 1995).
Les graines de Melia contiennent approximativement 40 % d’huile végétale (Ascher.,1995). Cette
huile riche en acide gras, et en triterpénoides potentiellement actifs : 1’azadirachtine, la nimbine, la
nimbidine, 1’azadirone, et les méliacines (Dai J et al.,1999).
La saponification de I'huile de baies vertes de Melia Azedarach donne de I'acide linoléique65%, et
de L’acide oléique 20%. Autre de 1’acides palmitique et stéarique, les acides gras saturés ou
insaturés sont présents a de tres faibles quantités.
1.3.2 L’intérét des huiles végétales :

a- Intérét dans la lutte biologique :

Les huiles végétales ont été utilisée tres tot dans la lutte contre les insectes sous forme d’émulsion.
Ce sont a la fois des insecticides de contacte qui agissent par leurs propriétés physique et chimique
et des adjuvants pour des molécules liposolubles et dans certains cas synergistes
(Balachovsky.,1959).
Les propriétés insecticides des huiles végetales procedent a différents niveaux. De leurs propriétés
physiques résultent plusieurs types de toxicité :

e Une toxicité par inhalation provoquees par leur richesse en composee volatils.

e Une toxicité de contact qui provient de la formation d’un film imperméable, isolant ’insecte
de I’air et provoquant son asphyxie, mais aussi d’une pénétration en profondeur grace au caractere
amphibolique de certain de leurs composés (Regnault-Roger et Caupin.,1994).

b- Intérét thérapeutique :

Les huiles végétales regroupent des propriétés intéressantes a maints égards :
e Elles renforcent le systeme immunitaire, elles combattent le cholestérol, elles régéneérent la

peau.



e Elles ont des vertus expectorantes et des propriétés hydratantes.
e Elles traitent I’eczéma et cicatrisent la peau.

Les études plus t6t ont indiqué que I'huile de neem (plante de la méme famille que Melia Azedarach
a une activité antibactérienne contre 14 bactéries pathogénes. (Baswaet al.,2001). Parmi ces
bactéries : Staphylococcus aureus (Rao et al.,1986), Staphylococcus typhus (Patel etTrivedi 1962),
Escherichiacoli, Streptococcus mutans et lactobacilles (Vankaet al.,2001).

e Selon Singh et Sastry, (1981) I'activité antimicrobienne d'huile de neem extraite a partir de 1

g de graines était équivalente aux 800 unités internationales de pénicilline ou a 0.5 g de sulfate de
streptomycine.
c- Intérét nutritif :

Ce sont des apports d'énergie et de nutriments (acides gras, vitamines liposolubles, constituants
mineurs d'intérét tels que les phytostérols ou les composés phénoliques pour I'huile
D’olive) (Anonyme 2.,2010).

1.3.3 L’huile de Melia Azedarach :
La composition varie d’un échantillon a un autre et varie aussi en fonction de la période de récolte
des graines. Les composés actifs sont nombreux. L’age des graines et les conditions de stockage
peuvent déterminer la concentration des composeés actifs (Biswas et al., 2002), il n’y a pas de
relation entre la quantité d’azadirachtine et la puissance du pouvoir insecticide et antimicrobien de
I’huile de Mélia Azedarach (Gauvin et al., 2003).
En ce qui concerne les molécules d’intérét de Melia Azedarach, on a longtemps pensé que
I’azadirachtine est la molécule spécifique de Melia Azedarach. Elle était le seul ingrédient actif de
cette espéce (Sagoua., 2009).

1.4 Les méthodes d’extraction de I’huile a partir des graines :
* méthode par pression.
* méthode par premier pression a froid.
* méthode du soxlhet.

I.4.1 Méthode d’extraction par pression :
e But:

L’extraction par pression (ou pressage) permet de séparer les liquides en leur appliquant une
pression extérieure.
e Principe:

Le produit est supporté par une paroi ou une toile permettant le passage du liquide (huile) dans ce
type d’extraction la valeur de la pression appliquée joue un role important, puisqu’elle risque de
provoquer le fluage de mélange solide —liquide a travers les orifices du support lorsque la pression
dépasse un certain seuil (Binbenet Jean Jaque., 2002).

Lone de transport
et de trituration Fame de mise
en pression

Zone de
filtration

Figure 1.6 Représentation schématique d’une extraction par pression.



1.4.2 Méthode d’extraction par premiére pression a froid :

Principe :
Le produit est écrasé est pressé mécaniquement a basse température. L huile ne subit en suite
aucune autre étapes (Binbenet JJ., 2002).
L’extraction de I’huile demeure incompléte. Le tourteau résiduel renferme prés de 10% d’huile ce
qui ’expose a un risque important de rancissement.
Selon la nature des gras qui y predominent. Les huiles de premiere pression a froid sont
d’excellentes sources de gras mono-insaturé ou gras poly —insaturé dont font partie les acides gras
poly insaturé ou polyinsaturé dont font partie les acides gras essentiels lors de la premiere pression
a froid les acides gras de I’huile ne sont pas détériorés ou transformé en substances toxique
(Adirant Frange., 1986).
1.4.3 Méthode d’extraction par Soxlhet :

Principe :

Le ballon est chauffe, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se condensent dans le
réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur, faisant ainsi macérer le solide dans le solvant.
Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube siphon
provoquant alors le retour du liquide dans le ballon qui est accompagne des substances extraites Le
solvant contenu dans le ballon s'enrichit donc progressivement en composés solubles.

Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du solide, d'ou I'efficacité
remarquable de cette technique par rapport a la simple macération (Anonyme 3) (Figure 1.6).

1. Agitateur magnétique.

. Ballon a col rodé :

. Retour de distillation (tube
‘adduction) :

. Corps en verre.

. Haut du siphon.
. Sortie du siphon.

. Adaptateur d'expansion.

2
3
d
4
5. Filtre.
6
7
8
o

. Condensateur.
=2
S 10. Entrée de l'eau de refroidissement.

11. Sortie de |'eau de refroidissement

Figure 1.7 Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet (Anonyme3).

1.5 Les huiles essentielles :
1.5.1 Définition :
Les HE appelées encore « essences » ou « essences aromatiques végétales » sont les substances
odorantes, volatiles et de consistance huileuse, contenues dans les plantes (Balz R., 1986).
La plupart des végétaux renferment des HE, mais habituellement en quantité infime. Seules les
plantes dites « aromatiques » en produisent en quantité suffisante.
1.5.2 Les méthodes d’extraction de I’huile essentielle :
L’extraction d’une I’huile essentielle (HE) est nécessairement une opération complexe et délicate.
Elle a pour but, en effet, de capter et recueillir les produits les plus volatils, subtils et les plus
fragiles qu’élabore le végétal, et cela sans en altérer la qualité (Lahlou M., 2004).
I1 existe plusieurs méthodes d’extraction :

a- Extraction par entrainement a la vapeur d’eau.

b- Extraction par Hydrodistillation.

c- Expression a froid.

d- Extraction par solvant organique.

e- Extraction assistée par micro-ondes.



Extraction par Hydrodistillation :
% Principe :

Elle consiste a immerger la matiere premiére dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition
(F. Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. La distillation peut s’effectuer avec ou
sans cohobage des eaux aromatiques obtenues lors de la décantation. (Farhat A., 2010).

Clevenger est désigné par le nom de son inventeur Joseph Franklin Clevenger est une piéce de
verrerie modifiée, celle que 1’on voit au-dessus du ballon. Le ballon, de taille variable, contient de
I’eau que I’on fait bouillir et la plante a extraire. La vapeur monte dans le montage jusqu’a un
condensateur, et le condensat retombe dans la petite burette que I’on voit a droite. L huile flotte sur
I’eau, qui est pour sa part progressivement renvoyée dans le ballon chauffé par le conduit en
diagonale. Apres 2 h d’extraction, on peut mesurer directement dans la burette le volume d’huile

recueilli.
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Prise d’air (suffisament éloignée
pour ne pas perdre de composés
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Ménisque : Huile essentielle a
densité plus faible que I'eau

Eau distillée : I'huile
se dépose au dessus
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romarin et eau distillée

—al). :
« F—— Robinet

Récupération de la phase aqueuse,
puis de I'huile essentielle

Chauffe ballon : I'eau doit
bouillir doucement

Clevenger-type apparatus - Apparei de fype Clevenger
Figure 1.8 Représentation schématique d'un Clevenger.

1.6 Extraction :
1.6.1 Définition :
L’opération d’extraction consiste a transférer une espece chimique d’une phase a une autre. A la fin
de I’opération, on obtient un liquide dans lequel le composé recherché est soluble (BLANCHARD
et Coll. ,1987). En chimie, on peut réaliser soit :

- Une extraction solide-liquide

- Une extraction liquide-liquide.

1.6.2 Principe de I’extraction solide-liquide :
Le principe genéral est le transfert de matiére de la phase solide (poudre de plante : feuilles, pulpes,
amandes) a la phase liquide (le solvant). Ce transfert a eté réalisé de deux maniéres :

- Soit par simple contact de la matiere végétale avec le solvant. Ce transfert est appelé la

macération.
- Soit par contacts répétés avec du solvant renouvelé, dans une opeération qui fonctionne en

continu (extraction au soxhlet).



1.6.3 Criblage phytochimique :
Le criblage phytochimique, la premicre étape de 1’étude chimique, effectué¢ afin de déceler les

différentes classes chimiques naturelles contenues dans 1’échantillon telles que : Triterpenes et
Stéroides, Flavonoides, Leuco anthocyanes, Alcaloides, Tanins et Polyphénols, Composés
réducteurs, Coumarines, Saponosides et Polysaccharides selon la regle de CIULEI, 1982 et FONG
et FARNSWORTH, 1977. Le criblage est baseé :

- Soit sur des reéactions de précipitation.

- Soit sur des réactions de coloration.

- Soit sur les deux (précipitation + coloration).



Chapitre 2 - Matériel et

Meéthode



Melia Azedarach c’est une espéce trés présente en Algérie. Mais elle n’a pas la place méritée ce
chapitre est pour le but de valoriser cette plante ceci par :
L’extraction d’huile végétale Melia Azédarach.
L’huile essentielle de la pulpe de fruit.
L’extrait brut de la pulpe.
Le calibrage phytochimique de I’extrait brut.
Etude physico-chimique d’huile de graine de Melia Azedarach.
Evaluer les effets microbiologiques et la pharmacotoxicologie de nos extraits.
1.1 Matériels :
11.1.1 Matériels non biologique :
L’ensemble de verreries utilisé€s, appareillages et réactifs se trouvent dans 1’ Annexe I.
11.1.2 Matériel biologique :
a- Matériel animale : Les souris NMRI.

b- Des souches bactériennes et des levures.
c- Matériel végétal : le fruit de Melia Azedarach
Nous avons travaillé sur les graines de Melia Azedarach riches en huile grasse qui posséde des

propriétés insecticides ainsi que des vertus thérapeutiques et la pulpe de fruit.

: Figure
Il.1.a la pulpe de Meli AzedaracheFigure I1.1. b les graines de Melia Azedarach
(Photo originale,2020) (Photo originale,2020)
11.2. Les méthodes :
11.2.1 Traitement préliminaire de la plante Melia Azedarach :
a- Reécolte :

Les fruits de Melia Azedarach ont été récoltés a 1’enceinte de la faculté de science de vie, Université
Saad Dahlb, a la fin du mois de décembre 2019. Ces fruits ont été décortiqués, séchés et conservés
jusqu’a leur utilisation. Nous avons utilisé une quantité approximative de 5 Kg de fruits.

b- Décorticage :

Les 5 kg de fruits ont été épluchés puis décortiquées pour obtenir 1kg de graines.

c- Séchage:

Les graines et la pulpe ont été séchées a I’abri de la lumiere et de I’humidité, a une température
variante entre 25C° et 30C° étalées en une seule couche afin d’éviter les superpositions et ce
pendant trois semaines.

d- Pesée:

Une balance analytique de précision de marque SARTORIUS a été utilisée, 1kg de graines et 1.5kg
de pulpe qui constitue le matériel végetal prét a étre soumis a I’extraction de I’huile végétale.



Figure 11.2 Photos de fruit de Melia Azédarach.

11.2.2 Extraction d’huile essentielle (HE) de la pulpe :
Mode opératoire :

L’extraction des huiles essentielles a partir de la pulpe du fruit de Melia azédarach a été effectué
avec appareille type Clevenger 3 fois de moyenne de 100g de fruits .

A chaque extraction On a introduit la quantité indiquée de pulpe de fruits seche dans un ballon en
verre contenant une quantité suffisante d'eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter
les débordements de I'ébullition. On chauffe le mélange a I'aide d'un chauffe ballon a ébullition
jusqu’a 2h.

I1.2.3 Extraction d’huile végétale (HV) de Melia Azédarach :
La méthode utilisée pour I’extraction de ’huile végétale de Melia Azedarach est la méthode par
pression mécanique. Nous avons utilisé 1 kg de graiqes.

Figure I1.3 L’extracteur.
L’extraction se fait par un vérin puissant écrase les graines disposées dans une chambre de
compression munie de deux orifices, le premier permet 1’écoulement de 1’huile et I’autre la sortie du
tourteau. Cette presse fournisse une pression de I'ordre de 400-500 bars. On I’utilise pour des
productions de faible tonnage, généralement pour des huiles de valeur exemple : huile de lin
(Anonyme4).
I1.2.4 Filtration stérilisante de I’huile :
Afin d’avoir une huile pure sans impureté, une étape de filtration a ét€ nécessaire. La filtration
stérilisante est réservée au traitement des liquides et essentiellement utilisée dans 1’industrie
pharmaceutique. Cette technique est 1’idéal pour préserver les composés actifs de 1’huile. (Leyral
curry et al, 1998).

e Mode opératoire :

Sous une hotte a flux laminaire, on préléve a I’aide d’une seringue stérile Sml d’huile brute, Cette
huile est injectée a travers un filtre stérile (MILLEX-FG) de 0.2um qui est monté sur un flacon en
verre stérile de 10 ml afin de récupérer le filtrat. L’opération doit étre répétée plusieurs fois jusqu’a
stérilisation du volume totale de I’huile.

11.2.5 Rendement R en huile :

Il est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile végétale obtenue et la masse de la
matiere vegétale utilisée (Carree., 1953).



Le calcul du rendement se fait selon la formule suivante :

o/ _ M1x100
R% = M2
M1 : Masse de I’huile en gramme.

M2 : Masse totale des graines en gramme.

11.2.6 Identification des caracteres organoleptiques :

Une observation a I’ceil nu nous permet de définir les propriétés organoleptiques de notre huile a

savoir la couleur, I’odeur et I’aspect.

11.2.7 Etude des caractéres physico-chimiques de I’huile de graines de Melia Azedarach :
a- Etude analytique :

Chaque huile est caractérisée par des constantes physico-chimiques qui servent d’indice de qualité
et permettent de donner une idée sur la composition des huiles. Une étude qualitative et
comparative, afin d’évaluer sa conformité aux normes internationales établies par les organismes de
normalisation tel que : « I’association frangaise de normalisation » (AFNOR) ou « organisateur
standard international » (1SO).

c- Analyse des constantes physico-chimiques :

Les normes d’AFNOR définissent deux types d’indice :
- Indice physique.

- Indice chimique.

11.2.8 Indice physique :
c- La densité relative (D20) (AFNOR NFT 75-111) :

La densité de I’huile est donnée par la formule suivante :
D2 =M2-MO0/M1-MO
M1 : Masse en gramme d’eau distillée.
M2 : Masse en gramme d’huile.
MO : Masse en gramme en vide.
D2o : la densité de I’huile a la température 20°.
d- Indice de réfraction a 20°C (AFNOR NET 75-112) :

Cet indice est déterminé par la lecture a I’aide d’un réfractométre par 1’utilisation de la lumiere
diffusée du jour, elle est donnée par 1’expression.
NA=N'A + 0,0004"X"")
Ou:
NA : valeur de lecture obtenue a température t’a laquelle la détermination a été effectuée.
t’: température a laquelle 1’analyse a été effectuée.
t : température de référence 20°.
L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus d’angle d’indice, et celui du rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée.
(Pharmacopée Européenne, 2001).
e Mode opératoire

Le produit est placé a I’aide d’une pipette dans la cellule de mesure du refractomeétre jusqu’au trait
de signal. La cellule est fermée a 1’aide d’un couvercle. Apres stabilisation du réfractométre a la
température de 20°C en appuyant sur le bouton mesure pendant 15 secondes.

11.2.9 Indices chimiques :
a- Indice d’acide :

L’indice d’acide est le nombre qui exprime en milligramme la quantité¢ d’hydroxyle de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un gramme de substance.



e Mode opératoire

10g d’échantillon a analyser sont dissous dans 50ml de mélanges égaux d’alcool et d’éther. Apres
neutralisations du solvant par I’hydroxyde de potassium 0,1M, en présence de 0,5ml de solution de
phénolphtaléine. Un titrage est réalisé a I’hydroxyde de potassium 0,1M jusqu’au virage de la
couleur en rose.
L’indice d’acide (IA) est exprimé selon la formule suivante :

IA=561+*n/m
n : volume de KOH, 0,1M consommeé.
m : la masse de substance a examiné.
b- Indice de saponification (Is) :

L’indice de saponification est le nombre qui exprime en milligramme la quantité¢ d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et la saponification des esters présents dans
un gramme de substance.

e Mode opératoire

Dans une fiole de 250ml en verre et munie d’un réfrigérant a reflux, 2 g de I’huile a tester sont
introduits avec 25 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique a 0 ,5M avec quelque bille de verre. La
fiole contenant les solutions est placée au-dessus d’un réfrigérant a reflux pendant 30 minutes. 1ml
de la solution de phénolphtaléine est ajouté par la suite suivie par un titrage a I’acide chlorhydrique
a 0,5M (N1 ml d’acide chlorhydrique 0,5M).
Un essai a blanc est effectué afin d’évaluer et de comparer les résultats obtenus avec ceux de I’huile
testée dans les mémes conditions.
L’indice de saponification (Is) est exprimé selon la formule suivante :
I = 28.05(N2 = N1)/m
Ou
N : La normalité
m : masse de la substance en mg.

c- Indice d’ester (IE) :

L’indice d’ester est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile.
Il est calculé a partir de I’indice de saponification (IS) et I’indice d’acide (1A)
IE =1 —IA (Pharmacopée européenne ,2001).
I1.2.10 L’analyse Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
GC/MS :

C’est une méthode séparative qui permet d’analyser quantitativement des mélanges de gaze ou de
composées qui peuvent étres volatilisés sans étre décomposé (Grout., 2000).

Dans toute méthode deux phase non miscibles, I’une fixe dite phase stationnaire, 1’autre on
mouvement dite phase mobile.

e Principe:

Le fonctionnement de la CG-MS repose sur I’action d’un champ électromagnétique sur une
particule chargee.
Un couplage chromatographie —spectrométrie de masse consiste a réaliser un appareillage
permettant de réunir en série plusieurs sous ensemble, traversées successivement par les
échantillons a analyser (Bouchoux G. Sablier S.,1997).
La CG-MS utilisé pour I’analyse de notre échantillon est de type Perkin Elmer Tubomass Glod.
Les échantillons d’huile sont analysés dans les conditions opératoires suivantes :

e Condition opératoire :



Tableau I1.1 Conditions opératoires de la CG/MS.

Passeur d’échantillon
Volume injecté

Gaz vecteur

Colonne utilisé
Température d’injection

Température de la ligne de transfert

Programmation de la température de la

Colonne

Conditions de la SM
Mode d’ionisation
Potentiel d’ionisation
Température de la source

Balayage en scan (m/z)

Automatique

1l

Hélium

Elite-5ms (longueur 30 m, diametre 0.25um)
250°C

200°C

Tempeérature initiale 100°C pendant 0.5mn
290°C

Rampel : 8°c/mn

pendant 20mn

Impact électronique
70ev
200°C

20-470 UMA

I1.2.11 L’analyse par le Spectrophométre Infra-rouge :

e Principe:
Les spectrophotomeétres infrarouges sont adaptés aux mesures du spectre dans la région de 4000

cm™ @ 670 cm™ ou éventuellement jusqu’a 200 cm™ Les spectrophotomeétres a transformée de
Fourier utilisent un rayonnement polychromatique. Ils effectuent le calcul du spectre dans le
domaine de la fréquence a partir des données obtenues, par transformée de Fourier.
Les spectrophotometres munis d’un systéeme optique susceptible de fournir un rayonnement
monochromatique dans la région de mesure peuvent également étre utilisés. Le spectre est
généralement présenté en fonction de la transmit tance, c’est-a-dire, le rapport de I’intensité du
rayonnement transmise a celle du rayonnement incident.

e Fonctionnement :

La source émet un rayonnement polychromatique (lame séparatrice qui envoie une partie du
faisceau vers un miroir fixe, I’autre vers un interféromeétre de Michelson miroir mobile oscillant).
Aprés réflexion, I’onde réfléchie par le miroir fixe et I’onde réfléchie par le miroir oscillant est
transmises vers I’échantillon.

Puisque la différence de marche entre ces ondes a été variable dans I’interféerométre de Michelson,
elles interférent de facon variable au cours du temps : pour chaque longueur d’onde, on a
alternativement des interférences constructives et des interférences destructives.

L’echantillon recoit toutes les longueurs d’onde de la source mais ne les transmet pas de la méme
fagon.
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Figure I1.4 Schéma descriptif d’un spectrophotométre infrarouge.
e Mode opératoire :

Examinez un liquide sous la forme d’une pellicule maintenue entre 2 plaques (fenétres)
transparentes aux rayons infrarouges ou dans une cuve d’une longueur de parcours appropriée,
également transparente aux rayons infrarouges.
11.2.12 I’évaluation de la toxicité de I’huile de Melia Azedarach :

e Meéthode Up and Down :
Principe :
Afin d’éviter la consommation de beaucoup d'animaux dans de nombreuses tentatives préliminaires,
la méthode Up and Down est I’Ideal. Pour cela il faut injecter le produit a tester avec une dose
arbitraire a 2g/kg.
L’observation se fait de 2h de 48h, si les souris sont mortes, la DL50 est nécessairement inférieur a
cette valeur. On refait ’essai avec une dose égale a la moitié de la premicre.

- Matériel animal : souris NMRI males et femelles adultes pesant environ 20g

- Matériel végétale : huile des graines de Melia Azedarach.
o Mode opératoire :

On administre par gavage 0.5 ml d’huile diluée dans le I’eau distillé (0,14ml de HV +1,4ml de H20
distillé) pour chaque souris, La préparation de la dose se trouve dans (Annexe I11).
e |legavage:

Le gavage doit étre réaliseé selon la technique suivante :
» Les oreilles des souris sont maintenues entre la pousse et 1’index.

» Laqueue est tirée vers le bas pour permettre au corps de la souris de bien se poser sur la paume
de main.

» Avec les autres doigts, on immobilise la souris.

» A l’aide d’une seringue dont ’aiguille est truquée disposant d’un bout en boule troué sur le
coté, on administre la dose d ‘huile par la voie buccale.

Le résultat de la durée du suivie est donné entre 2h a 48h.
I1.2.13 Etude de l'activité antimicrobienne de ’huile de Melia Azedarach.
L’étude de I’activité antimicrobienne s’effectue avec 3 méthodes différentes en utilisant les mémes
souches de bactéries et de levure pour chacune. Ces méthodes sont :
- Méthode aromatogrammes.

- Méthode micro atmospheére.

- Méthode par dilution.



Matériel biologique :

Les souches bactériennes : les souches indiquées sont citees selon les travaux précédent.
- Staphylococcus aureus ATCC25923 (Gram+).
Staphylococcus foecium (Gram™).
pseudomonas aeruginosa (Gram™).
Escherichia coli. ATCC2922 (Gram-).

Souche de levures : - Candida Albicans. ATCC2091.
d- Meéthode de I’aromatogrammes :

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme. Elle a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des produits a tester et
de s’appliquer a un grand nombre d’espéces bactériennes (De Biller Beck et al., 2002).
Dans cette méthode, nous utilisons des disques de papier filtre de 9 mm de diametre, imprégnes
d’HV. Nous déposons ces disques a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé en
stries par une suspension bactérienne.
L’incubation est faite dans une étuve a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 5
jours pour les levures.
L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque dont le
diameétre est mesuré et exprimé en millimétre.

e- Méthode de la micro atmosphere :

La différence entre cette méthode et les aromatogrammes réside dans la position du disque
imprégné. Cette technique permet de mettre en évidence la capacité de diffusion des composés
volatils des HV a I’intérieur d’une boite de Pétri (De Billerbeck et al., 2002).

Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri qui est renversée pendant
la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé.

La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a I’étuve. L’incubation est réalisée dans les
mémes conditions qu’en aromatogramme. L’absence de la croissance microbienne se traduit par
une zone translucide.
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Figure 11.5.a llustration de la méthode
des aromatogrammes

(De Billerbeck et al, 2002).

Figure 11.5.b llustration de la méthode
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(De Billerbeck et al, 2002).




f- Méthode par dilution :

Dans cette méthode, on utilise des disques de papier filtre de 9 mm de diamétre, imprégnés d’HV
dilué dans le myristate (dont la dilution se fait par Iml d’huile de margousier avec 1ml de
myristate). On dépose ces disques a la surface d’un milieu gélosé ensemencé en surface a 1’aide
d’une suspension bactérienne.
L’incubation est faite dans une étuve a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 5
jours pour les levures.
L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque dont le
diamétre est mesuré et exprimé en millimetre.

e Expression des resultats

La mesure du diamétre des halos d’inhibition est souvent transcrite dans différents symboles
proportionnels a 1’activité.
Tableau I1.2 Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés.

Diamétres de la zone d’inhibition Transcription Sensibilité du germe
0 0 Résistant

0.5cm + Peu sensible

lcm i Sensible

2a3cm A Assez sensible
>3cm +++ Tres sensible




Chapitre 3 - Résultat et

discussion



Vue la situation pandémique Durant notre travail nous avons obtenus les résultats suivants :

II1.1 Résultat d’extraction de I’huile :

I11.1.1 Rendement de I’huile :

Apreés extraction de I’HV de Melia Azédarach par pression, nous avons calculé le rendement de
notre huile qui est de 9,2%.

Un faible rendement compar¢ le rendement d’extraction par soxchlet et premiére pression a
froid d’autre travaux de méme on note une perte en huile lors de la filtration.

I11.1.2 Les caractéristiques organoleptiques :

Les résultats des caractéristiques organoleptiques sont représentés dans le tableau I11.1 :

Tableau 111.1 résultats des caractéristiques organoleptique de Melia azédarach.

Caractéristiques Organoleptiques d’Huile des graines de Melia Azedarach

Odeur Couleur Aspect Toucher
Forte, trés caractéristique, acidulée, ) o Sec, pénetre rapidement
. - . Jaunedoré  Liquide . .
rappelant I'oignon grillé ou le café torrefié sans laisser de film gras

L’huile de Melia azédarach obtenue aprés extraction par pression présente 1’odeur de 1’oignon
grillé, une couleur jaune, est un aspect liquide mobile mais susceptible de devenir trouble aprés
refroidissement. Ceci est probablement est due a la présence de matiere grasse.

En effet selon Hurtel (2007), I’huile de Melia Azédarach est tres riche en acides gras tel
que I’acide palmitique, 1’acide stéarique, I’acide oléique qui représentent 13% a 15%, 15 a 19%, et
50 a 62% de la teneur totale en matiére grasse, respectivement.

111.1.3 Analyse des caractéres physico — chimique de I’huile de végétale de Melia
Azedarach :

Les résultats de I’analyse des caractéres physico —chimiques de 1’huile végétale Melia
Azedarach concordent avec les normes AFNOR, elles sont présentées dans le tableau 111.2,

Tableau 111.2 es résultats de ’analyse des caractéres physico —chimique de ’huile de

Melia Azedarach selon les normes AFNOR.

Les Paramétres Melia Azedarach AFNOR
Densité relative 0.92 0.93
Indice de réfraction 1.474 1,4570 41,4810
Indice d’acidité 0,56 0.58
Indice de saponification 191.9 170-210

Indice d’ester 191.91



I11.1.4 Les résultats de I’analyse de I’huile de Melia Azedarach par infrarouge :
Les résultats de I’analyse de I’huile de Melia Azedarach par infrarouge est représenté dans la
(figure 111.1).
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Figure I11.1 Graphe de résultat de ’analyse par spectrophotometre infrarouge.

L’analyse du spectre IR de la substance étudi¢e permet de distinguer un premier de pic 3008.86
cm de vibration a C-H relatif au groupe méthyle (=C-H) si, le 2°™ pic a 2935-2898.55 cm"
spécifique pour la vibration C-H du groupe méthyle (-CHa).

Le pic situé a 1745.93 cm™ est dd & la vibration du groupement carbonyle (C=0). Les autres pics
restants situé en dessous de 1500 cm™ forme I’empreinte digitale de la molécule et sont
essentiellement des déformations des liaisons C-C et C-H.

Donc le spectre IR permet de dire qu’il s’agit probablement de dérivés d’acides carboxyliques.

Ces résultats nous indiquent que 1’huile végétale est trés riche en fonction carboxylique et ne
possede pas d’autre fonction biochimique comme les esters, cette richesse en groupement
carboxylique signifie que notre huile est trés riche en acide gras. Comme il a été cité dans la
bibliographie par (Lavoisier., 1995).

I1I.1.5 L’analyse Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
GC/MS :

Figure I11.2 Chromatogramme de I’HV de Melia Azedarach analysée par CG-MS.

huile_maow o Scan

[
= ki

th
[

16_48

[=]
1
-
]
m




D’aprés analyse du chromatogramme, nous avons soumis quelques pics a une
spectrophotométrie de masse.

Les résultats obtenus ne permis pas d’identifier les acides gras contenus dans I’HV de Melia
Azedarach et ce en raison de la destruction totale des fonction carboxyliques par la CG.

En conséquence les composés non pas pu étre déterminer qu’un seul composé correspondant au
pic 10,34 mn qui est le (AnnexelV). Ce composé est le Benzenpropanal-a méthyle.

I1 aurait fallu passer par une étape de méthylation avant de soumettre I’extrait a la chromato
graphie.

Selon la bibliographie, L’huile étudiée est constituée principalement d’acides gras insaturés,
I’acide oléique et I’acide linoléique qui représentent une teneur totale de pres de 90%. La richesse
en acide linoléique, soit environ 70% de plus, avec un faible taux de 10% d’acides gras saturés
constitués par I’acide palmitique et I’acide stéarique.

L’analyse d’huile de melia a été effectu¢ par CPG dans I’ensemble des travaux consultés

(Tableau I11.3).
Tableau I11.3 la composition en acide gras de Milia Azedarach avec CPG.
China Egypt Madagascar Maroc
Acide
- 7,17 6,77 6,90 6,7 +0,73

palmitique
Acide linoléique 62,47 67,17 69,97 18,9
Acide stéarique 4,16 6,83 3,20 3,3
Acide oléique 25,72 15,16 19,93 18,9

I11.2 I’évaluation de la toxicité de I’huile de Melia Azedarach :

Les résultats de I’évaluation de la toxicité de I’huile de Melia Azedarach sont représentés dans
(le tableau 111.4).

Tableau II1.4 Les résultats de I’évaluation de la toxicité :

Echantillon Résultats apres 48h
Dose Nombre de Pourcentage de
. . L Souris Souris .
Huiles veégétales  g/kg souris utilisé mortalité
de Melia Mortes Vivantes
Azedarach
2.00 03 00 03 00

Selon les résultats du tableau d’apres indiquent que I’huile végétale de Melia Azédarach n’est
pas toxique par contre dans la bibliographie indique que les fruits de de Melia Azédarach est
toxique.

I11.3 Résultats d’extraction d’huile de la pulpe :
L’extraction de I’huile essentielle a partir de la pulpe de fruit de Melia Azédarach par Clevenger
a montré les résultats suivants :

Extraction 1 : une trace d’huile essentielle.

Extraction 2 : résultat négative.

Extraction 3 : résultat négative.

L’extraction par hydrodistillation avec I’appareil cl venger a donné des résultats négatifs.

Vue qu’il n’y a pas beaucoup de travaux sur la pulpe, donc c’est résultat peut étre exprimé soit :
le temps d’ébullition qui est insuffisant, ou la distillation par solvant avec I’appareil soxhlet est la
méthode la plus fiable.



I11.4 L’extrait brut de la pulpe :

I11.4.1 Principe de I’extraction solide-liquide :

Nous avons appliqué le type d’extraction solide-liquide, dont le principe général est le transfert
de matiére de la phase solide (poudre de plante : feuilles, pulpes, amandes) a la phase liquide (le
solvant).

Ce transfert a été réalisé de deux manieres : - soit par simple contact de la matiére végétale avec
le solvant. Ce transfert est appelé la macération,

- Soit par contacts répétes avec du solvant renouvelé, dans une opération qui fonctionne en
continu (extraction au Soxhlet).

Objectif : identification de composé actif de la pulpe de fruit de Melia Azédarach.

Préparation des extraits bruts (200+1) g de poudre de pulpes séchées macerer successivement
dans 450 ml d’éther de pétrole pendant 3 jours, puis dans 400 ml de dichlorométhane pendant 2
jours (2 fois), ensuite dans 500 ml d’acétate d’éthyle pendant 2 jours (2 fois) et a la fin dans 500 ml
de méthanol 80% pendant 2 jours (2 fois). Chaque extrait est filtré sur blicher a I’aide d’une pompe
a vide.

Les filtrats évaporer sous pression réduite avec un évaporateur rotatif. Avant chaque
changement de solvant, séchage de marc a 1’air libre puis réintroduire dans le flacon pour une
nouvelle macération. Le rendement r (%) est calculé a partir de I’équation :

Masse d'extrait brut

%) =
r(%) Masse de poudre utilisée * 100
Tableau 111.5 Résultat des extractions.
Masses de Volumes des  Masses des
Organe de ) _ ) Rendement
la plante Extraits Filtrats (x10- extraits (x10-
la plante (%)
(+19) 21) 49)
Ether de pétrole 0,33 3,8636 1,93
Dichloro
0,55 5,0482 2,52
Pulpe 200 méthane
Acétate
0,45 2,6580 1,33
d’¢thyle

Les différents extraits ainsi ont été soumis au criblage phytochimique.

111.4.2 Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique est la premiere étape de I’étude chimique, a été effectué afin de
déceler les différentes classes chimiques naturelles contenues dans 1’échantillon telles que :
Triterpénes et Stéroides, Flavonoides, Leuco anthocyanes, Alcaloides, Tanins et Polyphénols,
Composés reducteurs, Coumarines, Saponosides et Polysaccharides selon la régle de CIULEI, 1982
et FONG et FARNSWORTH, 1977. Le criblage est basé : soit sur des réactions de précipitation, -
soit sur des réactions de coloration, - soit sur les deux (précipitation + coloration) La méthode est
donnée dans le tableau I11.6.



Tableau 111.6 Description succincte des méthodes utilisées lors du criblage phytochimique.

Familles

chimiques

Terpenoides

Stéroides

Flavonoides

Leucoantho

cyane

Alcaloides

Tanins

Saponosides

Quinones

Composés

réducteurs

Coumarines

Solvants
des tests

Dichloro

méthane

Dichloro

méthane

Ethanol
80%

Ethanol
80%

Acide
chlorhyd
rique
10%

Eau

distillée

Eau

distillée

Eau

distillée

Eau
distillée
Eau
distillée
Chaude

Tests

Liebermann
Burchard

Salkowski

Wilstater

Bate-Smith

Mayer
Dragendorff
Wagner

Mousse

Hémolytiqu
e

Oxydo-

Réduction

Réactifs

3 a4 gouttes de (CH3CO)20
+3 a 4 gouttes de H2SO4 cc

3 a4 gouttes de H2SO4 cc
+tube incliné de 45°

0,5 mL de HCI cc + tournures
de Mg

0,5 mL de HCI cc + bain marie

30 mn + refroidissemen

HgCI2/KI
Bi(NO3)3/KI

12/KI

4 a5 gouttes de gélatine 1%+
NaCl 10%+ FeCI3 10% dans
MeOH

Agitation dans un tube a essais

4 a5 gouttes de sang frais

Meélange éthéré/CHCI3 3/1 +
décantation avec 3 mL
NH40H + observation a la

lampe UV de la phase alcaline

Liqueur de Fehling (I + 1)

0,5 mL NH40H 10% Lampe
uv

Réactions positives

Coloration pourpre

Coloration rouge de

I’anneau

Coloration rouge ou
rouge a pourpre ou

violacée

Coloration rouge

violacée

Précipitation blanche
Précipitation orange

Précipitation orange

Précipitation bleuétre

Précipitation verdatre

Hauteur de mousse

persistante

Changement de

coloration

Coloration violacée

Coloration rouge

Fluorescence bleue



111.5 Reésultat des tests antimicrobiens :

I11.5.1 Les résultats de I’activité anti microbienne d’huile de Melia Azedarach :

L’activité antimicrobienne d’HV de melia azédarach, effectuée par 3 méthodes différentes
(aromatogramme, micro atmosphere et dilution), a été testée sur des souches microbiennes de
références ont éte utilisées dans ce test. Les résultats de ce screening sont consignés dans le tableau
1.7.

Tableau II1.7 Pactivité antimicrobienne et antifongique de ’HV.

Aromatogramme | Microatmospheére Dilution | Sensibilité
(mm £ ET) (mm = ET) (mmzET) | du germe
Souches bactériennes
Staphylococcus -
00 00 00 Résistant
aureus
Staphylococcus o
] 00 00 00 Résistant
foecium
Pseudomonas Peu
_ 00 00 0.5+00 )
aeruginosa sensible
Escherichia coli 00 00 00 Résistant
Souches de levures
Candida )
_ 00 00 00 Reésistant
Albicans

Cette lecture nous permet de dire qu’il n’y a pas de zones d’inhibitions sauf pour la souche
Pseudomonas Aeruginosa qui a marqué une trés petite zone d’inhibition de 0.5 mm.

Alors que selon (Biswas et al., 2002) I’huile extraite des graines de Melia Azedarach a un large
spectre d’activité anti bactérienne vis —a-vis les souches Gram+ et Gram-. Le Nimbolide, Gédunine
et Mahmoodine sont les composants responsables de cette activité.

Cette absence d’action est due soit : -Aux bactéries utilisées qui sont multirésistantes et ne
répondent pas a I’action de I’huile végétale.

A la quantité de principe actif qui dépendrait selon (Biswas et al., 2002), a I’age des graines, la
période de récolte et les conditions de stockage :

Des recherches récentes montrent que I’huile de Melia Azédarach et tres sensible a la lumiére et
la température et que la technique d’encapsulation semble efficace pour conserver les composés
actifs de cette huile pour 1’application biologique selon Flavia Manuella R. Met al., en 2019.

IT1.5.2 Analyse de ’activité anti bactérienne des extraits de pulpe :

La méthode utilisée est la méthode de diffusion dit aussi aromatogramme. Le pouvoir actif du
produit est proportionnel au diamétre de la zone d’inhibition. Une concentration unique de 10
mg/ml de chaque extrait a été prise. Le test est répété 5 fois (n=5) Le prélévement, I’isolement et
I’1identification des différentes especes de microorganisme d’étude.



111.8 Tableau de I’activité anti bactérienne des extraits de pulpe :
Diameétre de la zone d’inhibition par produit (mm)

Microorganisme

Microorganisme EP CH2CI2 AcOEt MeOH
Staphylococcus
00 10 8 16

aureus
Escherichia coli 00 00 8 14
Pseudomonas

) 00 00 8 10
aeruginosa
Proteus vulgaris 00 00 8 12

Excepté I’extrait a I’éther de pétrole qui a une activité négative les souches et 1I’extrait méthanol
qui présente une activité sur les Staphylococcus aureus, les différents extraits obtenus a partir de la
pulpe ont une activité positive sur les quatre souches utilisées pour le test a la concentration unique
de 10 mg/ml.

Selon A Sen et al en 2012 avec différentes techniques ont obtenu les résultats identiques.



Conclusion



CONCLUSION :
Notre étude s’est axée sur 1’étude quelque extrait de la plantes Melia Azédarach et de leurs effets
antibactériens et leurs toxicités en vue de la revalorisation des plantes a caractere thérapeutique
utilisées en Algérie. Les résultats en été discuté par rapport aux résultats des travaux précedentes.
L’huile végétale de Melia Azederach a été obtenue par la méthode pression mécanique au niveau de
chambre d’artisanat a blida.

L’¢étude physico-chimique de notre huile s’est avérée en conformité avec les normes AFNOR avec
un rendement de 9,4 %. Les résultats de la spectrophotométrie infrarouge ont montré que notre
huile est riche en acide gras.

L’extraction de I’huile essentielle a partir de la pulpe n’a révélée aucun résultat positif.

Les résultats obtenus de 1’analyse par la CG-MS ne nous ont pas permis d’identifier les acides gras
contenus dans I’huile végétale de Melia Azédarach et ce en raison de la destruction totale des
fonctions carboxyliques par la CG. Un seul compose correspondant au temps de rétention 10,34 mn
a pu étre identifié qui est le Benzenpropanal-oa-méthyle.

Par contre les analyses avec CPG montrent la présence des acide gras suivantes : acide li

noleique, acide palmitique, acide stéarique, acide oléique.

Le criblage phytochimique a révélé la présence de triterpenoides et de leucoanthocyanes dans la
pulpe.

L’estimation de ’activité antibactérienne de 1’huile végétale de Melia Azederach sur différentes
souches bactériennes par différentes méthodes n’a révélé aucuns résultats positifs.

Ces résultats sont dus soit a la multi résistance des souches ou a la dégradation des composés qui
doivent étre protégé de la lumiére et du température, I’encapsulation est technique fiable pour une
bonne conservation d’huile selon des méthodologie récentes tel que Encapsulation dans PHBV, par
SFEE (Flavia Manuella R. Mendon¢a,2019).

Les extraits bruts (éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle, méthanol) ont été testés sur
les microorganismes tels que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Proteus vulgaris. Les extraits obtenus avec I’acétate d’éthyle et le méthanol présentent des résultats
positifs sur les quatre souches. Les moyennes des diamétres d’inhibition observés sont
respectivement 8 mm, 14 mm et 20 mm.

L’¢étude de toxico-pharmacologique de I’huile sur les souris nous a permis d’obtenir des résultats
encourageants.

L’étude de toxico-pharmacologique d’extrait brut a partir de pulpe fera I’objet d’autre travaux.

A la lumiére de ces résultats nous pouvons conclure que les extraits issus de Mélia Azederache sont
des extraits de bonne qualité, non toxique riche en acide gras et & potentiel thérapeutique.

A cet effet Melia Azederach constitue une plante qui pourrait offrir un haut potentiel économicque a
la fois dans son aspect thérapeutique et économique, il nous semble judicieux d’approfondir cette
étude en abordant le volet bio insecticide a intérét domestique particulierement dans la lutte contre
les acariens de maison, et le volet de cosmétique.
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Matériels non biologiques
1. Equipements :
Autoclave.
Balance de précision.
Etuves bactériologiques (25°C, 35°C, 42°C).
Extracteur presse.
Plaque chauffante.
Réfractometre.
Spectrophotometre infrarouge.
CG-MS de type Perkin Elmer.
2. Verreries et consommables :
Béchers : 50 ml,100 ml, 250 ml, 500 ml.
Boites de pétri stériles.
Burette 20 ml.
Disques vierges de 0,9cm de diametre.
Ecouvillons Stériles.
Pipettes Pasteurs.
3. Milieux de culture :
Gélose Sabouraud
Gélose soja- gélosé
4. Solutions et réactifs utilisés :
Acide acétique a 0.01%.
Acide chlorhydrique (HCl) : 0,5 mol/I.
Eau distillée.
Ethanol 95° et 70°.
Ether d’éthylique.
Hydroxyde de potassium (KOH) : 0,02 mol/I et 0,5 mol/I.
Rouge de phénol : 0,4 g/I.
Sulfate de sodium (Na2So4s).
Acide chlorhydrique.

Dichlorométhane.
Huile Végétal.
REACTIFS.

Nitrate de bismuth.
Anhydride acétique.
Acide sulfurique
Magnésium.
Chlorure mercurique Il.
lodure de potassium.
Chlorure de sodium.
Chlorure ferrique.
Méthanol.

Chloroforme.



Résultat d’analyse avec chromatographie CG/MS.

, 29-May-2011 + 21:01:53

huile_mou_29 05 2011 862 (10.347) Scan EI+

1.39e8
100 27.9456

o)
% 31.9329
7

133.2034 148.3095
77.0567 g1 1954 105.1831

50.9722
7

41.0511
m/z

28 48 68 88 108 128 148

REV fr — Compound Name MW, Fomula (A3
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Calcule de la moyenne de quantité d’extraction
L’extractionl : on a introduit une quantité 80g de pulpe de fruit.
L’extraction 2 : on a introduit une quantité 100g de pulpe d de fruit.
L’extraction 3 : on a introduit une quantité 120gde pulpe d de fruit.
X

Le calcule de rendement :

Le calcule de rendement se fait par la formule suivante :

M1

R= ——  x100
M2

Ona

M1 . masse d’huile gramme

M. . masse totale des graines en grammes
On a M>-1000g et M1=?

ONa (=092et V=100ml

M:=CxV — 5 092x100=92¢g

M1-92g
92
R%= x100
1000

R%=9,2%

Les calculs de la dose du teste de la toxicité
On a utilisé la méthode Up and Down.

On a utilisé la méthode 3 souris qui pésent 20g.

Le principe de cette méthode est d’utilisé 2g/kg de la solution a tester.

Ona:2g [C——>000mg et 1k ——>00g

2000mg _1p0g 20 X 2000
X —30g —> X= —=40mg
40 mg c’est la dose nécessaire pour les so! 1000

On va convertir cette unité de masse en u

M

(= —({=densit¢ (=0,92

40
V= V= =43, 47 ul




On prend la valeur 43ul au lieu 43,47ul car on ne peut pas prélever cette derniére par la seringue.
43ul = 0,043ml (1ml = 1000pl)

La dose 0,043ml d’huile de Melia Azederach est trop petite il faut qu’on ajuste avec I'eau distillé
pour obtenir une dose de 0,5ml du mélange.

La solution doit étre préparée pour les 3 souris.
0,043 ml+X=05 C—3x0,043+X=3x0,5
0,1379ml ~ 1,4 ml « C’est la valeur d’eau distillé nécessaire »

Pour ajuster 0,13 ml de I'huile pour détenir 0,5 ml du mélange a tester.



Test des triterpenoides et des stéroides

Les réactifs communs de ces deux terpénes sont :
-le reactif de Liebermann Burchard test de coloration
-la solution chloroformique
de chlorure d’ Antimoine test de fluorescence
On préleve quelques milligrammes d’extrait brut.
On additionne 10 mL. de dichlorométhane, puis on agite pendant 10 mn. La solution
obtenue est sécheée sur Na,SO,, ensuite filtrée. Le filtrat est réparti dans 6 tubes a essais

propres et secs.

Tube 1 Témoin
Tube 2 Test de Liebermann Burchard
Additionner 3 a 4 gouttes d’anhydride acétique

3 a 4 gouttes de H,SO, cc
31 la coloration est

Pourpre Présence de triterpénes

Violette ou bleue vert Présence de stéroides
Tube 3 Test de Salkowski

Incliner le tube de 45°

Ajouter 1 mL H.50, co

Si I’anneau de séparation est :

Rouge Présence de stéroides insaturés
Tube 4 Test de Badjet Kedde

Additionner Un peu d’acide picrique

Si la coloration est

Rouge Présence de stéroides lactoniques
Tube 5 Test de Keller-Killiani

Additionner Quelques gouttes de FeCl; 10%

Quelques gouttes d'acide acétique glacial
Incliner le tube de 45°
Si I’anneau de séparation est :
Rouge pourpre Présence de 2-désoxy-sucre

Tube 6 Additionner un peu de solution chloroformique saturée de chlorure
d’antimoine SbCl,
S"il v a apparition d'une fluorescence
Bleune Présence de triterpénes
Jaune Présence de stéroides



Test de flavonoides et de lencoanthocvanes

L’extrait sec est dissous dans 1'éthanol 80% puis filtre. Le filtrat est partage dans 5

tubes a essais propres et secs :

Tube 1

Tube 2

Tube 3

Tube 4

Tube 5

Temoin

Test de Wilstater
Additionner 0,5 ml. de HCI cc
QJuelques tournures de Mg

5i la coloration est :

Rouge Présence de flavones

Rouge a Présence de flavonols

pourpre

Rouge violacé Présence de flavanones et flavanols

Test de Wilstater modifié

Additionner 0,5 ml. de HCl cc
Quelques tournures de Mg

Apres dissolution de Mg

Ajouter 1 mI d’eau distillée et 1 mL d"alcool iscamylique
Si la coloration est : de la phase supérieure est

Rouge Présence de flavones

Pourpre Présence de flavonols

Test de Bate-Smith

Additionner 0,5 ml. de HCI cc
Chauffer pendant 30 mn au bain marie
Laisser refroidir

31 la coloration est

Rouge violacé Présence de Lencoanthocyvanes

Additionner 0,5 ml. de HCI cc froid
31 la coloration est

Rouge Présence d'anthocyanes



Test des alcaloides

Dizsoudre I'extrait brut dans 10 mL HCI 2%

Filtrer la solution et le filtrat est divise dans 4 tubes a essais

Tube 1 Temeoein
Tube 2 Ajouter 5 gouttes de réactif de Mayer

51 le precipité est

Blanc jaunatre Présence d’alcaloides
Tube 3 Ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff

Si le precipité est

Orange Présence d’alcaloides
Tube 4 Ajouter 5 gouttes de réactif de Wagner

31 le precipite est

Rounge orangé Présence d’alcaloides

Test des conmarines

On dissous le résidu brut avec de 'ean chavde. On filtre la solution aqueunse et le filtrat

est réparti dans deux tubes a essais :

Tube 1 Témoin

Tube 2 Additionner 0,5 mL NH,OH 10%
Observer a la lumiére UV (A=254 nm ou 365 nm)
5%il v a fluorescence

Bleue Présence de conmarines

Test des quinones

L’extrait brut est dissout dans 15 mL d'eau distillée puis filtre.

Extraire le filtrat avec un mélange d’éther-chloroforme 3/1 (v/v) dans une ampoule a
decanter.

Ajouter 3 mIL. NH,OH au 1/2 ensuite agiter.

Observer le changement de la coloration de la phase alcaline (inférieure) a 1'ceil nu

Si la coloration est :

Rouge Présence de quinones



