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  Chapitre IV                                                                                        Matériels et méthodes

1. Collecte du matériel végétal

Les deux plantes Artemisia herba_alba Asso et Ajuga iva (L.) Schreb ont été récoltés en avril 2009 au niveau de la réserve du Mergueb (wilaya de M’sila). 
Les échantillons de plantes sont nettoyés de poussières, sables et autres particules, puis séchés à l’air libre et à l’abri de la lumière. Ils sont  légèrement réduits grâce à un broyeur électrique, puis conservés dans des sacs en papier et stockés à l’abri de la lumière pour des prochaines utilisations. 

2. Méthodes d’extraction

Trois méthodes d’extraction ont été utilisées :

2.1. Extraction au Soxhlet
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L’extracteur Soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal) en plus grande quantité, avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de l’extracteur, contient une cartouche poreuse remplie  de 20 g de matériel végétal (Ajuga iva (L.) Schreb). Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant contenant 300 ml de méthanol 85% et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté à chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec du solvant fraîchement distillé [16]. 
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2.2. La macération  
20 g de matériel végétal est macéré dans 250 ml de méthanol 85 % pendant 24h. L’opération est répétée pendant 3 fois. 
Les filtrats issus de l’extracteur soxhlet et de la macération sont évaporés à sec à l’aide d’un rotavapor (BUCCHI R210)


.     
                       
Les rendements d’extraction  soxhlet et macération  sont calculés comme suit :




Rendement d'extraction % = (M1-M2).100/E
      M1:poids du ballon contenant l'extrait après évaporation du méthanol (en g).
      M2:poids du ballon vide (en g).
      E:poids de l'échantillon utilisé pour l’extraction (en g).
Les extraits concentrés obtenus sont solubilisés par le méthanol afin de les utiliser ultérieurement pour les tests de mise en évidence, et le test d’activité biologique.
2.3. L’hydrodistillation 

Cette technique qui permet d’extraire les huiles essentielles de nos plantes selon les étapes suivantes :

 1- On fait bouillir 100g de matériel végétal dans 1000 ml d'eau distillée. La vapeur entraîne les huiles essentielles contenues dans le produit brut. Les vapeurs sont condensées d'un réfrigérant puis récupérées dans une ampoule à décanter.

 2- le mélange précédent se sépare en deux phases non miscibles grâce à l’action de l' éther diéthylique ( C4H10O ) afin d'éliminer l'eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, on fait agir le sulfate de sodium (Na2 So4). Ensuite on filtre  le mélange pour ne recueillir que la phase organique exempte d’eau.

Figure 5 :Montage de l’hydrodistillateur
3. Tests phytochimiques

La mise en évidence de trois principes a été effectuée de la manière suivante :

1. Les tanins 
A 2 ml de la solution à tester ajouter 2 à 3 gouttes de solution de FeCl3 à 2%. Un test positif      est révélé par l’apparition d’une coloration bleue noire et un précipité  [17].
2. Les saponosides 

5 ml des extraits sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn. La formation d’une mousse persistante après 15 mn confirme la présence des saponosides [ 17].
3. Les flavonoїdes
Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes d’HCl concentré. Ajouter 0.5 g de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavones aglycones est confirmée par l’apparition d’une couleur rouge ou orange [ 17].
Le tableau suivant résume les différents tests phytochimiques .
	Groupes chimiques
	Réactifs et résultats positifs

	Huiles essentielles
	Hydrodistillation                    Odeur / couleur

	Tanins
	FeCl3            coloration bleue foncée, verte ou noire

	Flavonoïdes
	HCL  concentré +0.5g de Mg         coloration orange, rouge ou violette

	Saponosides
	Observation d’une mousse persistante après 15 minutes


Tableau 2 : Réactifs spécifiques et réactions du criblage phytochimique
4. Test biologique

Trois souches bactériennes sont utilisées: Bacillus cereus, Escherichia coli et Listeria                                                                                                                                       monocytogenes pour le test d'activité antibactérienne.   
Des boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton sont ensemencées en surface à l’aide d’une suspension de la bactérie activée. Des disques  de papier Wattman sont déposés à la surface puis 10 ul de chaque extrait sont déposés sur les disques. Après incubation à 37°C pendant 24h la lecture des résultats se fait par la présence ou l’absence de zones d’inhibition.
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Figure3: Montage du soxhlet





Figure4: Montage du rotavapor (BUCCHI R210) 
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