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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée de métabolites secon-

daires, qui ont une application commerciale dans les domaines pharmaceutiques et bio-

médicaux. Notre travail s’inscrit dans le cadre de réalisé une étude comparative ente

les différentes techniques d’extraction pour déterminer la relation entre l’extraction, le

rendement, la quantité des polyphénols et pour trouver les meilleures conditions pour

extraire une plante du Genre Linaria nommée Linaria Gharbensis qui n’a pas été étudiée

auparavant,et d’enquêter sur une éventuel présence d’une activité antibactérienne ou non.

Les mots clés : optimisation d’extraction, ultrason, soxhlet, Linaria , flavone glyco-

sylés

vii



 

 

Abstract 
  Medicinal plants constitute a rich and diversified source of secondary 

metabolites, which have commercial application in pharmaceutical and 

biomedical fields.  

Our work is part of a comparative study between different extraction techniques 

to determine the relationship between extraction, yield, quantity of polyphenols 

and to find the best conditions to extract a plant of the genus Linaria named 

Linaria Gharbensis which has not been studied before. And to investigate if it 

has an antibacterial activity. 

Keywords: Extraction optimization, ultrasound, soxhlet, Linaria, glycosylated 

flavone. 

 

 

 صخلالم
ي المجالات  الثانوية،مستقلبات تشكل النباتات الطبية مصدرا غنيا ومتنوعا لل

ي لها تطبيقات تجارية ف 
والت 

 الصيدلانية والطبية الحيوية. 

وط  وتحسي   الھدف من ھذا العمل ھو تطوير  استخراج المركبات الفینولیة باستخدام   وظروفشر

 .تقنیات مختلفة

ي ھذا العمل
  الاستخراج،دراسة مقارنة بي   تقنيات الاستخراج المختلفة لتحديد العلاقة بي   ب كما قمنا ف 

ريا  كمية البوليفينول وإيجاد أفضل الظروف لاستخراج نبات من جنس ليناريا اسمه لينا  ،المردود 

 إذا كان لديه نشاط مضاد للجراثيم. من ق لم تتم دراسته من قبل. والتحقالذي غاربينسيس 

 لي ، ليناريا ، فلافون غليكوزي Soxhletالموجات فوق الصوتية،  الاستخراج،تحسي   : ةي ح مفتا كلمات ال ال 
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Introduction

Depuis des milliers d’années, l’humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Athamena, (2009)).

En effet, toutes les cultures et les civilisations, de l’Antiquité à nos jours, dépendent entiè-

rement ou partiellement de la phytothérapie en raison de son efficacité, de la disponibilité

des plantes et de leur faible toxicité (Akharaiyi et Boboye, (2010) )

Plusieurs plantes peuvent gueérir de nombreux maux quotidiens qui vont des simples

troubles digestifs jusqu’au traitement des maladies chroniques comme le cancer, l’ulcère,

le diabète et les calculs rénaux.

Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique à des composés, dits alors actifs (prin-

cipes actifs), qu’elles renferment. Parmi ces composés potentiellement intéressants, les

composés phénoliques qui sont particulièrement utilisés comme antioxydants dans les do-

maines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour

la santé). Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme les activités antial-

lergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne, an-

ticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective, vasodilatoire.(HIRASA et TA-

KEMASA, (1998))

Au cours des dernières années, des études sur les activités antioxydantes et micro-

biennes des plantes médicinales ont augmenté de façon remarquable due à un intérêt

accru pour leur potentiel d’être utilisé en tant que source d’antioxydants riche et naturel.
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Ce travail constitue une modeste, mais efficace contribution à la valorisation de la

Flore de notre pays qui possède une biodiversité immense et pour laquelle chaque espèce

peut être considérée comme un réservoir important de métabolites secondaires avec des

caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques potentielles,qui ne demandent qu’à

être exploitées et valoriées par les recherches.

Figure 1 :

Parmi les plantes médicinales,Nous avons sélectionné dans cette recherche l’étude des

différents aspects de l’espece du genre Linaria.

La présentation de notre travail est réalisé en trois parties pricipaux plus ; une Intro-

duction, un résume, une Conclusion et une liste de Reférences.

Le Chapitre 1 ; Description Botaniques, Biologiques et Pharmacologiques du

Genre Linaria, comme le titre l’indique, est consacré à l’étude du Genre Linaria se-

lon les trois principaux axes : Botaniques, Biologiques et Pharmacologiques. Au premier

lieu, on définit et identifie le Genre de la plante Linaria. Plus précisement, on donne la

classification botanique et la description morphologique de la plante plus une distribution

géographique sur le Globe. Un survol sur les différents usages de certaines espc̀es du genre

Linaria en médecine traditionnelle a été pésenté. La présentation est visualisée par des

photos réelles de la plante en temps de fluorescence.
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Au seconde lieu, ce chapitre est consacrée à des investigations phytochimiques du genre

Linaria.

Le Chapitre 2, intitulé Matériels et Méthodes, est consacré à la description des

Méthodes, Techniques et Matériels utilisés à cette étude. On a commencé par une descrip-

tion de la plante Linaria Gharbensis, sa place dans la Systématique, les crières de sélection

et la manière de la récolte. L’étude phytochimique concerne la procédure d’extraction,.

Techniques d’analyse utilis . De plus, on a provisioné ce chapitre par plusieurs photos de

tous les appareillages prises pendant l’exécution des expériences.

L’ étude expérimentale est faite au niveau du Laboratoire de Chimie à l’Université

Mohamed Boudiaf, M’sila et au niveau du Laboratoire l’unité de recherche à l’Université

Mentouri, Constantine1. et l’activité biologique au niveau de l’institut de Pasteur,M’sila

Le Chapitre 3 est le chapitre principale où, on décrit nos expériences, présente et

discute nos résultats.

Remarque : Ce travail a été réalisé à l’aide du logiciel la TEX.
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Partie Théorique
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Chapitre 1

Description Botaniques, Biologiques
et Pharmacologiques du Genre

Linaria
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Chapitre I Description Botaniques, Biologiques et Pharmacologiques

1.1 Données Botaniques

1.1.1 Introduction de la Famille

Depuis l’Antiquité, la plante herbacée Plantaginaceae a été reconnue et proposée à l’étude

grâce à ses avantages médicinaux et diététiques. La famille des Plantaginacées, celle du

plantain, représente des plantes florifères provenant de 90 genres à l’ordre des Lamiales,

répartis en 1900 espèces différentes. Ce sont des arbustes et des herbes [1].

1.1.2 Présentation du Genre

Le nom de genre Linaria vient du latin linum signifiant lin en référence aux feuilles

ressemblant à celle du lin [2]. C’est un grand genre qui contient 200 espèces de plantes à

floraison [3] . Ce genre de petites plantes à fleurs brillantes est en fait l’un des plus grands

vivaces herbacées et annuelles genres de la tribu des Antirrhineae. Linaria fait partie de la

famille Plantaginaceae [4]. Ils sont endémiques aux climats tempérés en Europe, en Asie

et en Afrique du Nord. Néanmoins, la plus grande variété d’espèces est présente dans les

régions méditerranéennes. Il est représenté par 39 espèces en Algérie [5], 20 en Turquie

[6], 20 en Italie [7] et 24 en Espagne [8].
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Chapitre I Description Botaniques, Biologiques et Pharmacologiques

Figure 1.1 : Distribution géographique du genre Linaria.

Plantes de ce genre sont des herbes dressées ou rampantes plante annuelle ou vivace,

de 10 à 30 cm de long, aux feuilles simples et étroites (généralement linéaires, rarement

lobées ou dentées). Fleurs solitaires, axillaires, groupées ou en épis terminaux. Le calice est

profondément divisé en cinq lobes de longueur inégale, généralement très courts. Corolle

à deux lèvres avec un tube gonflé et un éperon allongé à la base. La lèvre supérieure se

compose de deux lobes légèrement réfléchis et la lèvre inférieure se compose de trois lobes.

Cette labelle présente un palais proéminent, fermant la gorge, bilobé, vivement coloré et

souvent poilu. Quatre étamines. Le fruit est une capsule polysperme ovale [5].
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Figure 1.2 : Quelleques formes de la plante Linaria.

1.2 Propriétés Biologiques et Pharmacologiques du
Genre

1.2.1 L’utilisation en Médecine Traditionnel

Plusieurs espèces Linaria étaient utilisées en médecine traditionnelle a suscité l’attention

pour des études chimiques et biologiques. Comme usage toniques, antiscorbutiques, ainsi

que pour le traitement des plaies, des hémorroïdes et des troubles vasculaires (Pahlow

1979 ; Eret al. 2004). Laxatifs, antidiabétiques et diurétiques (Rosa,2005 ; Cheriet.2013).

Parmi ces espèces :

• Linaria Cymbalaria : Dans la médecine traditionnelle de certains pays, l’infusion

de cette plante est utilisé pour ses propriétés anti-hémorroïdaires, astringentes et

vulnéraires. On s’en servait aussi pour traiter l’eczéma, les excoriations, les gelures,

les brûlures, la gale et la teigne [9].
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Figure 1.3 : Linaria Cymbalaria

• Linaria Vulgaris : poussant dans le Nord-Est de la chine, elle est utilisée par la

population locale dans le traitement de la toux, de l’asthme et comme expectorant

[10].

• Linaria Reflexa Desf : est une petite plante médicinale utilisée dans la médecine

populaire Nord-Africaine sous le nom de "Oum lajrah"(mère des plaies) en raison

de son pouvoir de guérison, et dans le traitement topique de certaines dermatoses

(Boukef 1986). [4].

Figure 1.4 : Linaria reflexa Desf
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• Linaria Japonica (nom Japonais : Unran) : Est une plante vivace qui pousse dans

les zones côtières. Elle est utilisée en médecine populaire comme un agent diurétique,

purgative [11] et laxative [12].

Figure 1.5 : Linaria Japonica

• Linaria Buriatica : Des recherches ethnobotaniques en Mongolie sur Linaria

buriatica montrent que les fleurs de cette espèce étaient utilisées comme remède

pour le traitement de la fièvre et de l’oedème [13].

Figure 1.6 : Linaria Buriatica
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• Linaria Scariosa Desf : est une plante médicinale utilisée par les populations

locales de la région des Aurès (Algérie) pour la cicatrisation des plaies. Elle est aussi

utilisée dans des applications pharmaceutiques et cosmétiques [14].

• Linaria TripHylla (l.) mil : En usage externe, elle est utilisée contre la conjoncti-

vite, les engelures et les hémorroïdes. En interne, elle est utilisée contre les infections

de la peau, ictère [15].

Figure 1.7 : Linaria Triphylla

1.2.2 L’activité Biologique Observée du Genre

Les plantes sont une excellente source de certains métabolites secondaires à effets théra-

peutiques, ce qui est le cas des espèces du genre Linaria. Ces derniers possédant une large

variété des activités biologiques, tel que antioxydante, antidiabétique, anti-inflammatoire,

anti microbienne, anti cancéreuse et antiviral. Donc les activités les plus remarquables

sont :

Activité Anti Oxydantes

Des études faites sur les extraits éthanoïques de L. purperea [3], cosmétique de L. japo-

nica [20], chloroforme, acétate d’éthyle et n-botanique de L. tingitana [16, 17], ont montré

d’importantes propriétés anti-oxydantes liées à leurs compositions chimique riches en po-
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lyphénols et en composés terpéniques. L’extrait méthanoïque de L. scariosa Desf a une

grande capacité d’absorption des radiations UV et posséde une activité antioxydante re-

marquable [18].

Activité Anti Inflammatoire

Pendant plusieurs années, Marina Gordaliza et ses collaborateurs ont étudiés la composi-

tion chimique de certaines sous-espèces de Linaria saxatilis. Il s’avère que L. saxatilis var.

saxatilis, une espèce végétale originaire du nord et du centre de la péninsule ibérique, a

fait l’objet d’une étude chimique qui a conduit à l’isolement de diterpènoïdes. Ces derniers

ont montré une activité cytotoxique importantes contre une série de cellules cancéreuses

cultivées in vitro [19]. Une autre étude effectuée sur l’espèce L. saxatilis var. glutinosa,

par Terencio et al., a révélée que certains diterpenoïdes inhibent les enzymes impliquées

dans les processus inflammatoires [20]. Parmi les études récentes qui ont montrés que

la plante possède des effets anti-inflammatoires ; l’étude biologique réalisée sur l’extrait

préparée à partir de l’espèce L. reflexa desf [21], L. purperea [3], L. grandiflora, L. genis-

tifolia, L. aucheri [22] et L.buriatica [24]. Les analyses profonds ont prouvent que l’agent

responsable sur les activités observées était les flavonoïdes, en particulier, pectolinarine

et pectolinarigenine.

Activité Antibactérienne

L’activité antibactérienne de l’extrait éthanoïque de L. scariosa montre qu’il possède des

propriétés antibactériennes intéressantes [25]. Une autre étude effectuée sur l’espèce L.

ventricosa (Coss. et Bal.2019) a montré une activités antimicrobiennes de sa propre huile

essentielle [14].

Autres Activités

• Anti-tumorale : D’après les études sur l’activité anticancéreuse des extraits

éthanoïques de L. purperea [3] et L. alpina [26], ces deux espèces ont des propriétés

antitumorales exceptionnelles contre leukemia et le carcinome pulmonaire.

Une investigation sur les propriétés anticoagulantes, neuroprotectrices, hépatopro-
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tectrices, anti-nociceptives et antidiabétiques de l’extrait hydro-alcoolique de L.

purpurea a révélé qu’il possède des propriétés anticoagulantes, neuroprotectrices,

hépatoprotectrices, anti-nociceptives et antidiabétiques [3].

Le test in vivo de l’activité antidiabétique de la plante Linaria reflexa desf avec les

extraits aqueux (AQ) et méthanolique assisté par ultrason (AU) à la dose 300 mg/kg

de poids corporel, a montré une activité forte (donné une hypoglycémie (-72,09%))

que celle du médicament référence (300 mg/kg de pc) utilisé pour traiter le diabète

(Glibenclamide) [27].

• Anti Virale : une autre investigation sur l’extrait éthanoïques de L. alpina a

abouti principalement à l’isolement de certains triterpènes penta-cycliques tels que

l’acide oléanolique [26], qui a été identifié comme un principe anti-VIH [28].

Figure 1.8 : Acide Oléanolique.

1.3 Les Investigations Phytochimiques du Genre Li-
naria

1.3.1 Généralité

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe diversifié de molécules qui

sont impliquées dans l’adaptation des plantes à leur environnement, mais qui ne font pas

partie des voies primaires de la croissance et de la reproduction des cellules (Makkar

2007), mais les plantes interagissent avec l’environnement en utilisant de telles molécules,

soit pour résister aux parasites, soit pour favoriser la pollinisation.
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Pendant des années, ce genre a été la source de nombreuses sortes de composés dont

des iridoïdes, des flavonoïdes, des diterpénoïdes, des alcaloïdes et des phényléthanoïdes.

Les activités pharmacologiques rapportées d’extraits végétaux et de composés naturels

isolés se réfèrent à l’inhibition antiproliférante, cytotoxique, l’acétylcholinestérase (AChE),

antibactérienne, anti-inflammatoire, antioxydante et diurétique [22].

1.3.2 Les Iridoïdes

Les Iridoïdes se trouvent dans les végétaux, en particulier chez les angiospermes dicotylé-

dones, notamment dans l’ordre des gamopétales, lamiales..

Antirrhinoside (1) et ces dérivés sont les marqueurs chimiques pour les genres de la

tribu Antirrhineae de la famille Plantaginaceae.

Figure 1.9 : Antirrhinoside.

Les études phytochimiques antérieures sur les plantes du genre Linaria permis l’iden-

tification de plusieurs iridoïdes tels que le 4-carboxy-boonein (2) de L. vulgaris [36], un bi-

iridoïde nommé l’arcusangeloside (3) de L. arcusangeli [29], l’acide 7-deoxyiridolactonique

(4) et ses dérivés : l’acide 7-deoxyiridolactonique diméthyles ester (5), l’iridolinaroside A,

B, C et D (6-9)[30] et l’iridolinarine A, B et C (10-12) [31] de L. japonica ainsi que le 4,6-Di-

(7-deoxyiridolactonyl) D-glucopyranose (13) et le 3-Acetyl-4,6-di-(7-deoxyiridolactonyl)-

D-glucopyranose (14) de L. canadensis [33].
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Figure 1.10 : Quelques Iridoïdes isolés du genre Linaria

L’analyse phytochimique de l’extrait éthanoïque de L. Cymbalaria a montrée la pré-

sence de deux nouveaux iridoödes nommés l’acide 8-epiloganiquen (15) et 7,β-hydroxy-8-

epi-iridodial glucoside (16) accompagné par l’antirrhinoside [34, 35].

Figure 1.11 : Autres iridoödes

Un autre Iridoïde est présent dans le genre Linaria, il s’agit de l’aucubine (17), trouvé

dans L. vulgaris [36] et L. macroura [37] avec ses deux dérivés, 10-O-β−glucosylaucubine

(18) dans L. vulgaris [36, 39] et L. purpurea [38] et la linaride (10-deoxyaucubine) (19),

un nouveau iridoïde isolé à partir de L. muralis [40].

Une étude sur L. purpurea, a montré la présence d’un nouveau iridoïde avec une

structure de type nepeta-lactone et une unité de sucre lié au cycle cyclopentène nommé

purpureoside (20) [38]. D’autres iridoïdes ont été isolés à partir de L. japonica en particu-
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lier antirrhide (21), un constituant très connu dans le genre Linaria et ses deux dérivés le

6-β−hydroxyantirrhide (22) et la linarioloside (23), ainsi que le 5-deoxyteuhircoside (24)

et le seco-linarioside (25).

Figure 1.12 : Dautres iridoïdes isolés

1.3.3 Les Flavonoïdes

Les Flavonoïdes sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques.

Ils interviennent dans la pigmentation des végétaux qui sont en partie responsables de

la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles et dans les processus de défense

contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes [41]. Ils représentent

une classe de métabolites secondaires largement répandus dans la nature. On attribue à

ces flavonoïdes divers effets biologiques tels que l’antitumoral, l’anti-cancérigène, l’anti-

inflammatoire, l’hypotenseur et l’antioxydante [42]. Les flavonoïdes sont très communs

dans le genre Linaria, y compris les Flavones, les Flavonols et leurs dérivés glycosylés.
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Figure 1.13 : les Flavonoïdes isolés à partir du genre Linaria.

Seule la quercétine-7-O-rutinoside (32) des Flavonoles glycosylés a été isolée à partir

de L. canadensis [33].

Figure 1.14 : la quercétine-7-O-rutinoside
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Composés Espèces Refs

Tuteoline (26) L. vulgaris [43]
L. japonica [44]

Acacétine (27) L. vulgaris [43]

Pectolinarigenine (28) L. canadensis [33]
L. japonica [45]
L. reflexa [46]
L. kurdica [47]

Pectolinarine (29) L. japonica [44]
L. reflexa [27]

Linariine (30) L. vulgaris [11]
L. japonica [48]
L. reflexa [49]

Isolinariin B (31) L. reflexa [49]

Table 1.1 : Quelques Flavonoïdes isolés à partir du genre Linaria.
.

1.3.4 Les Terpènes

Les terpènes constituent le plus grand ensemble des métabolites secondaires des végétaux,

notamment les plantes supérieures. Ils sont également rencontrés dans les autres types

d’organismes vivants (algues, mousses, champignons, insectes). La majorité fonctionne

comme des métabolites secondaires et contribue à l’adaptation des espèces à leur niche

écologique. Ils sont d’origine végétale et constituent, entre autres, principe odoriférant des

plantes, Cette odeur est due à la libération des molécules très volatiles.
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Diterpènes

L’espèce L. saxatilis a été étudiée pour sa composition chimique et ses activités biologiques

intéressantes. Il s’avère que L. saxatilis, a fait l’objet d’une investigation phytochimique

qui a conduit à l’isolement de diterpènoïdes à squelette néo-clérodane. Ces derniers ont

montré une bonne activité cytotoxique contre une série de cellules cancéreuses in vitro

[19].

Seulement deux espèces du genre Linaria sont connus pour la présence de diterpè-

noïdes, ils’agit de L. saxatilis et L. japonica (Dialdehyde linaridial(33), Linarienone(34))

[12, 50].

Figure 1.15 : Quelques diterpènes isolés à partir du GenreLinaria

Tritérpènes

Les Triterpènoïdes ne sont pas bien commun dans le genre Linaria, la majorité ont été

isolés à partir de L. vulgaris. La plupart d’entre eux sont des stéroïdes avec la présence

de certaines structures correspondant aux squelettes oléane et lupane.

Figure 1.16 : Les Titerpènes isolés à partir du genreLinaria

Les composes isoles à partir de L. vulgaris sont isomultiflorenol (35) [50], α−amyrin

(36) et l’acide betulique (37) [53].
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2.1 A propos de linaria gharbensis

2.1.1 Description de la Plante linaria gharbensis

Figure 2.1 : linaria gharbensis

C’est une plante annuelle de 10 à 40 cm de hauteur, glabre et glauque, à tiges grêles,

dressées, souvent rameuses. Feuilles inférieures verticillées par 4, les supérieurs alternes,

toutes linéaires-étroites, à 1 nervure. Inflorescence poilue-glanduleuse. Fleurs d’un bleu

pâle à palais blanchâtre, petites, subsessiles, en grappes d’abord très courtes, à la fin

longues et lâches. Bractées linéaires, réfléchies. Calice poilu-glanduleux, à lobes linéaires-

obtus. Corolle de 4 à 5 mm, à éperon linéaire en alêne, recourbé, égalant à peine son tiers.

Capsule (fruit) subglobuleuse, dépassant le calice. Graines de 1 mm, grisâtres, lisses,

orbiculaires-ailées.

2.1.2 La Place dans la Systématique

La taxonomie botanique selon la classification APG III Chase & Reveal (2009) est

décrite comme suit :
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Rène Plantea

Classe Magnoliopsida

Order Lamiales

Famille Plantaginaceae

Tribu Antirrhineae

Genre Linaria

Espèce Linaria gharbensis

Table 2.1 : Classification botanique de l’espèce étudiée

2.1.3 Critères de Sélection de la Plante

Le choix de cette plante comme sujet d’investigations phytochimiques et biologiques a été

motivé par :

• Les nombreuses utilisations des espèces de Linaria dans la médecine itinérante pour

traiter différentes problèmes de santé.

• La recherche bibliographique que nous avons menée sur l’espèce L.Gharbensis a

montré que cette plante n’a fait l’objet d’aucune étude phytochimique auparavant.

2.1.4 La Récolte de la Plante

Les parties aériennes de L.gharbensis ont été récoltée durant le mois de Mars 2022 , dans

la chaîne montagneuse Edough à Séraïdi, Annaba par Dr. Hamel Tarek.
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2.2 Matériels utilisés

En plus du Matériel régulièrement utilises dans le laboratoire (Verreries, Balance élec-

trique, agitateur, plaque chauffante...) nous avons utilisé des appareillages et des produits

résume dans le tableau suivant :
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-Rotavapeur - Méthanol MeOH

-Papier filtre - Ethanol EtOH

Méthodes d’Extraction -Montage de soxhlet - Acétate d’éthyle AcEOt

-Ultrason - H2O

-d’hydroxyde de sodium - Tubes capillaires

-Chloroforme - Tubes à essai

-Acide acétique - Plaque CCM

-Quercétine - Spectrophotomètre UV

Techniques d’Analyses - Acide sulfurique H2O4 -HCl

-Chlorure de fer - Anysaldehyde

-Folin-Ciocalteu -Carbonate de sodium

- Acide gallique - Trichlorure d’Aluminium

-Les écouvillons -Les embouts

-Micropipette -Tubes à essai

Activité Antibactérienne -Boittes pétries -Disques (papier wattman)

-DMSO -Voltex

-L’autoclave -la gélose (MHA)

Table 2.2 : Tableau des appareillages et des produits utilisés au Laboratoire
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Figure 2.2 : Quelques Appareillages Utilisés

2.3 L’Étude Phytochimique

2.3.1 Procédure d’Extraction

La matière végétale collectée a été séché à température ambiante pendant 15 jours à l’air

libre. La plante sèche a été découpé en petits morceaux. Afin d’extraire les composants

de la plante. Nous avons utilisé différentes techniques d’extraction.

Macération

La plante (50gx2) a été macérée avec deux mélanges hydroalcoolique à une température

ambiante, un mélange hydro-méthanoïque (MeOH/Eau ;80/20 %), et un mélange hydroé-

thanoïque (EtOH/Eau ;70/30%). Cette macération a été répétée 3 fois, à chaque fois avec

renouvellement du solvant chaque 72h. Après la filtration des mélanges, les extraits ont été

évaporés à 38◦C avec un évaporateur rotatif, sous pression réduite jusqu’à la concentration

de l’extrait.

26



Chapitre II Matériels et Méthodes

Figure 2.3 : Schéma représente les étapes d’extraction par Macération.

Extraction par l’Infusion

On a versé 600 ml de l’eau bouillante à 80◦C sur la plante (50g). On a laissé le mélange pour

une heure du temps. Après on a filtré le mélange, puis l’évaporé jusqu’à la concentration.

Figure 2.4 : Extraction par Infusion.
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Extraction par Soxhlet

L’extraction de L.gharbensis par cette technique a été effectuée en utilisant deux solvants

différents :

• Soxhlet par Methanol : 50 g des parties aériennes ont été mises dans six car-

touches et extraire avec 800ml de MeOH (divisé en deux volumes ; 400 ml pour

chaque 3 cartouches, 6h pour chaque une), à 40◦C. L’extraction a été répété jusqu’à

l’épuisement de la matière végétale pour obtenir un extrait méthanolique.

Figure 2.5 : Montage Soxhlet.
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• Soxhlet par l’Acétate d’Éthyle : 20g de la matière végétale a été extraite avec

300 ml d’AcEOt à 40◦C. La totalite de quantité a été empaillé en deux cartouche,

L’extrait a été evapore à 38◦C.

Figure 2.6 : les cartouches de la matière végétale

Extraction par l’Ultrason

50 g des parties aériennes du matériel végétal sont soumises à une extraction par ultrason

avec MeOH sous les conditions suivantes : la fréquence= 35 Hz, température= 30◦C.

L’ensemble est filtré sur du papier filtre puis évaporé.

Figure 2.7 : Différentes étapes de l’éxtraction par Ultrason
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2.4 Les Techniques d’Analyses

2.4.1 Screening Phytochimique

L’extraits soxhlet méthanoliques a été soumis à divers tests phytochimiques en vue de

mettre en évidence les grands groupes chimiques contenus dans ces extraits méthanoliques,

en utilisant la méthode standard basée sur des réactions de coloration et de précipitation.

A cet effet, plusieurs types de réactifs ont été utilisés (J.Vesoul et I.E.Cock,2011 [54]).

• Saponines

1 ml d’extrait pur a été ajouté à 1 ml d’eau désionisée et secoué vigoureusement pendant

30s. On laisse reposer les tubes pendant 15 minutes et on note la présence ou l’absence

de mousse persistante. Une mousse persistante indique la présence de saponines.

• Flavonoïdes

Les Flavonoïdes ont été détectés à l’aide d’un test de Kumar modifié(S.kumar,2001).

100 µl d’hydroxyde de sodium aqueux ont été ajoutés à 1 ml de chaque extrait. L’ap-

parition d’une couleur jaune intense indique la présence de Flavonoïdes. 100 µl de HCI

concentré ont été ajoutés à la solution. Le retour à la couleur d’origine confirme la présence

de Flavonoïdes.

• Triterpénoïdes

Les Triterpénoïdesont été détectés en utilisant une version modifiée du test de (Sal-

kowski,1999). 1 ml d’extrait a été lentement ajouté à 400 µl de chloroforme, suivi de l’ajout

prudent de 400 µl d’acide sulfurique concentré. La formation d’une couleur rouge/brune/pourpre

à l’interface indique la présence de Triterpénoïdes.

• Glycosides ardiaques

Les glycosides cardiaques ont été détectés en utilisant une version modifiée du test de

(Keller Kiliani,2001). 500 µl d’extrait ont été ajoutés à 500 µl d’acide acétique glacial.

Quelques gouttes de chlorure de fer aqueux à 1% et d’acide sulfurique concentré ont
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ensuite été soigneusement ajoutées. La présence d’un anneau rouge/brun de l’interface

ou la formation d’une couleur verte/bleue dans toute la solution indique la présence de

glycosides cardiaques.

• Test du Phénol soluble dans l’eau

2 gouttes de chlorure ferrique à 1% ont été ajoutées à 500 µlde chaque extrait. Un

changement de couleur rouge indique la présence de phénols solubles dans l’eau.

Figure 2.8 : Coloration de quelques dosages

2.4.2 Analyses par Chromatographie

Dans la continuité de l’investigation phytochimique des extraits, Les CCM réalisées sur

tous les extraits obtenus et cela dans plusieurs systèmes d’élution révèlent la richesse des

extraits.

• 1ere système : 9/1 (Chloroforme CHCl3 /Méthanol MeOH).

• 2eme système : 8/2 (Chloroforme CHCl3 /Méthanol MeOH)

A l’aide de tubes capillaires, les solutions d’extraits ont été déposées sur une chroma-

toplaque, La plaque a été séchée à l’air ambiant et a ensuite été placée dans une cuve de

migration contenant le système de solvants approprié. Après la migration, la plaque a été

retirée et séchée, puis la révélation a été faite à l’aide d’un réactif spécifique (Anysalde-

hyde) pour la détection des groupes chimiques et sous UV.
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Figure 2.9 : l’étape de migration

Figure 2.10 : la plaque avant et aprés la révélation

2.4.3 Dosages Polyphénols et les Flavonoïdes

Dosages les Polyphénols

La méthode du Folin-Ciocalteu (Singletou et Rossi) a été sélectionnée pour estimer le

teneur de phénols totaux des extraits étudiés. Cet acide de couleur jaune, lorsque les

polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif en un complexe ayant une couleur bleue.

Dans un tube on ajoute 0.25 ml (250 µl) de l’extrait de la plante et 1.25 ml (1250 µl) De

FCR diluée et 1ml (1000µl) de carbonate de sodium (Na2CO3). Après 2 h d’incubation

à 25◦C et a l’obscurité, on a mesuré l’absorbance a 760 nm par un spectrophotomètre
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UV-VIS, toutes les mesures ayant été répétées 3 fois. La concentration des polyphénols

totaux est calculée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie

avec l’acide gallique les résultats sont exprimés en µg d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (µg EAG/mg d’extrait).

Figure 2.11 : dosage des polyphénols totaux (PPT).

Figure 2.12 : Différentes étapes du Dosage PPT

Dosage les Flavonoïdes

Le dosage des Flavonoïdes totaux a été effectué par la méthode du trichlorure d’Alumi-

nium (AlCl3) décrite par (A.Meda 2004)(Arvouet et al, 1994). En utilisant le quercétine
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comme standard. 1mg d’extrait de la plante a été mélangé avec 1mL de méthanol, et 1mL

(1000µl) De AlCl3 (Solution méthanolique à 2%) , le mélange a été incubé a l’obscurité

pendant 1h et la lecture a été effectuée à 415 nm par un spectrophotomètre UV-VIS. Les

concentrations des Flavonoïdes sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine

par un milligramme d’extrait sec (µg EQ/mg d’extrait).

Figure 2.13 : dosage des Flavonoïdes (TFC).

Figure 2.14 : Différentes étapes du dosage des Flavonoïdes (TFC).
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2.4.4 L’activité biologique

Activité antibactérienne

Pour caractériser l’activité antibactérienne de les extraits de l’espèces étudiée, nous avons

utilisé la méthode de diffusion sur gélose. C’est une technique qualitative basée sur la

mesure du diamètre des halos d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extrait

végétaux.

Les souches bactériennes : Toutes les souches proviennent de l’institut Pas-

teur à M’sila.

• Staphylococcus aureus : ATCC 29523

• Pseudomonas aeruginosa : ATCC 27853

• Escherichia coli : ATCC 29522

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose (MHA) nutritive

en favorisant leur croissance pendant 24 h à l’obscurité à 37◦.

Après l’incubation, 4 à 5 colonies bien isolées sont transférées à l’aide d’une anse de

platine dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile est déposé sur la surface

des boites de pétri contenants de la Gélose. Un étalement de ce volume est effectué à l’aide

d’un écouvillon stérile, en tournant la boite à environ 60◦ après chaque application dont le

but d’avoir une distribution égale de l’inoculum. Les disques de papier WATMAN (6mm)

imprégnés d’une quantité définie 200 µl de chaque extrait sont déposés à la surface du

milieu gélosé préalablement ensemencé par les bactéries. Puis, les boites sont incubées à

4◦C pendant 4 h pour permettre une bonne diffusion du surnageant. Ensuite l’incubation

est faite à 37◦C pendant 24 h. L’activité antibactérienne est révélée par l’apparition

des zones d’inhibition autour des disques. La lecture : Toute activité antibactérienne se

manifesterait par la formation d’un diamètre d’inhibition qui sera alors mesuré en mm

avec une règle.
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Figure 2.15 : Boites de Pétri des trois souches bactériennes utilisées après incubation.

Figure 2.16 : Préparation de l’inoculum des extraits
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Résultats Et Discussions
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3.1 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement se réfère à la masse de l’extrait déterminée après l’évaporation du solvant

organique, il est calculé selon l’équation suivante et exprimé en pourcentage par rapport

à la masse initiale de la plante soumis à l’extraction :

R = (MO/MP )× 100,

où

• MO : la masse de l’extrait obtenu.

• MP : la masse de la matière végétale sèche.

Matière Végétale Extrait Masse (g) Rendement (%)

Macération MeOH 12 24.8
Mcération EtOH 13.42 26. 36

50 g Infusion H2O 9.38 18.76
Soxhlet MeOH 12.44 24.88
Ultrason MeOH 5.88 11.76

20 g Soxhlet AcOEt 3.45 17.25

Table 3.1 : Les Rendements des Extraits
.
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Figure 3.1 : Le graphe de rendement.

On déduit du Tableau 3.1et du diagramme Figure 3.3 au dessus que :

• C’est l’extrait hydroalcoolique qui dispose le meilleur rendement, ce rśultat est jus-

tifié par la polarite élevé e du solvant utilisé et le temps long d’extraction.

• Malgré que l’extraction par ultrason est connue comme technique assistée et avancée

par rapport au méthode conventionnel macération, mais d’après nos résultat, le

rendement de l’ultrason est faible. Cette observation peut être expliquée par la

courte durée d’extraction (1h) et que la plante contienne des produits polaires ou

très polaires non-soluble dans le méthanol.

• Le rendement d’extraction par soxhlet est très proche a celui-ci de la macération.

D’après cette observation, on peut confirmer que cette plante est riche en compo-

sants polaires qui peuvent résister une température d’extraction élevée. La même

remarque pour l’extrait d’infusion.
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3.2 Screening phytochimique

Les résultats de cette étude indiquent que les extraits de la plante Linaria gharbensis

contiennent plusieurs classes de métabolites secondaires. Le tableau suivant résume les

résultats obtenus :

Les métabolites Saponines Flavonoïdes Triterpenoids Glycosides Anthraquinones
secondaires cardiaques

L’extrait
(soxhlet MeOH) - +++ ++ ++ -

Table 3.2 : Les Résultats du Screening
.

(+++) : Forte présence. (++) : Présence moyenne. (-) : Absence.

Lecture des résultats :

• L’observation d’une présence forte des flavonoïdes chez l’espèce étudiée, ce qui est

déjà en parallèle avec la littérature où le genre Linaria est connu pour la présence

de différentes structures de types Flavonoïdes (Widyowati.2016, [44]).

• Une présence remarquable des triterpenoids et glycosides cardiaques, si en cherche

dans la bibliographie du genre Linaria, on trouve quelques espèces qui contienne ces

2 classes telle que linria vulgaris (Hua H.2000 [53]), linaria japonica (Smirnova.1974,

[47])

• L’absence des saponines et anthraquinones dans notre plante.

3.3 Screening CCM

Pour avoir une idée sur les différentes classes de métabolites secondaires présente dans

l’extrait de l’espèce étudiée, une analyse avant (sous lumière UV à 254nm et à 362nm) et

après révélation (révélateur chimique), a été réalisée. Quelques couleurs ont été observées :
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Figure 3.2 : Plaque CCM des extraits de L. gharbensis avant révélation.

⇓

Figure 3.3 : Plaque CCM des extraits de L. gharbensis après révélation.
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L’absorption des substances flavoniques sous lumière de Wood à la longueur d’onde

de 365nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique.

La fluorescence Les structures possibles

Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy flavone

Violette Noir Flavonol avec 3-OR.

Chalcones.

Flavone ou flavonol sans OH en 5.

Blue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jaune ou Jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente Isoflavones

Jaune-Vert Aurone

Jaune-Blue Flavanone sans 5-OH

Table 3.3 : Relation entre la fluorescence sous lumière de Wood et les structures flavo-
niques.

Selon les données citées dans le tableau précédent, nous constatons que la plante a la

possibilité de posséder les structures suivantes :
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Les tâches fluorescentes Les structures envisageables

Orange fluorescente Isoflavones

Flavone ou flavonol sans OH en 5.

Bleu Flavanone avec OH en 3 /flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Bleu-verdâtre Flavonone sans 5-OH

Table 3.4 : Identification de la coloration par les structures flavoniques Possible.

3.4 Dosage Polyphénols et les Flavonoïdes

3.4.1 Les Polyphénols

Les résultats numériques des tests (des expériences) sont regroupés dans le tableau sui-

vant :
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Extraits Teneur Extraits Teneur
( µgEAG/mgEE) ( µgEAG/mgEE)

Macération 28.649± 8.911 Soxhlet 29.826± 5.297
EtOH AcOAt

Macération 24.895± 2.074 Ultrason 34.350± 5.873
MeOH MeOH

Soxhlet 28.649± 8.911 Infusion 32.503± 3.474
MeOH H2O

Table 3.5 : Teneur en polyphénols (chaque valeur représente la moyenne de trois essais
± écart-types).

Figure 3.4 : La courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Des mesures de densité pour chaque extrait sont réalisées à 760nm pour les polyphé-

nols. La courbe d’étalonnage d’acide gallique y = 0.0096x+ 0.0995, R2 = 0.9973, Figure

3.4, nous a permis d’exprimer la teneur en composés phénoliques pour chaque extrait

étudié. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent en acide gallique par

milligramme d’extrait Table 3.5.

Les résultats obtenus ont montré une richesse en phénols totaux notamment pour les

extraits methanolique Soxhlet et Ultrason suivi par les autres extraits qui ont donnés

des résultats modérés. On déduit que le contenu phénolique dans les extraits examinés,

dépend de la polarité du solvant utilisé pour l’extraction.

3.4.2 Les Flavonoïdes

Les résultats numériques des tests (des expériences) sont regroupés dans le tableau sui-

vant :

Extraits Teneur Extraits Teneur
( µgEAG/mgEE) ( µgEAG/mgEE)

Macération 17.0178± 0.4279 Soxhlet 42.1246± 3.4115
EtOH AcOAt

Macération 11.70± 0.6939 Ultrason 34.013± 4.365
MeOH MeOH

Soxhlet 29.674± 2.395 Infusion 15.911± 0.8599
MeOH H2O

Table 3.6 : Teneur en flavonoïdes (chaque valeur représente la moyenne de trois essais ±
écart-types)
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Figure 3.5 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

Des mesures de densité pour chaque extrait sont réalisées à 415nm pour les flavonoïdes.

La courbe d’étalonnage de Quercétine y = 0.0206x+ 0.0458, R2 = 0.9965 nous a permis

de déterminer la teneur en Flavonoïdes totaux pour chaque extrait de 6 extraits étudiés.

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent en Quercétine par milligramme

d’extrait 3.6.

Les valeurs obtenues ont montré que l’extrait AcEOt Soxhlet a présenté des valeurs

intéressantes suivi par l’extrait methanolique ultrason tandis que les autres extraits ont

présenté des quantités modérées à faibles.

3.5 L’activité Biologique

3.5.1 L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamètre de la zone d’inhibition

produite autour des disques après 24 h d’incubation à 37◦C. Les résultats obtenus sont
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représentés dans le tableau suivant :

Extraits Infusion Soxhlet Soxhlet Macération Macération Ultrason
� MeOH AcOAt EtOH MeOH MeOH

Souches

E. Coli 0 0 0 0 0 0

Staph 0 0 0 0 8.1 6.8

Pseudo 0 0 0 7.1 0 0

Table 3.7 : Diamètre de la zone d’inhibition (mm) des extraits de Linaria gharbensis.

Nous avons étudié l’activité antibactérienne des extraits vis-à-vis plusieurs souches de

références. Les tests que nous avons effectués montrent que les souches : "E. coli ATCC

29522, S. aureus ATCC 29523, P. aeruginosa ATCC 27853" Ne présente pas de sensibilité

vis-à-vis :

• Les différents extraits étudiés sauf l’extrait éthanolique qui a une activité moins

efficace avec une zone d’inhibition de 7.1mm contre Pseudomonas

• L’extrait méthanolique par ailleurs a une activité moins efficace avec une zone d’in-

hibition de 8.1mm contre Staphylococcus.

• Une activité faible de l’extrait d’ultrason contre le staph avec la zone d’inhibition

de 6.8mm.

D’après les résultats obtenus, nous pouvons présume que la plante n’a pas une

activité antibactérienne.
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Figure 3.6 : L’activité antibactérienne des extraits-Soxhlet AcEOt-

Figure 3.7 : L’activité antibactérienne des extraits-Soxhlet MeOH-

Figure 3.8 : L’activité antibactérienne des extraits-Infusion H2O-
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Figure 3.9 : L’activité antibactérienne des extraits-Macération EtOH-

Figure 3.10 : L’activité antibactérienne des extraits-Ultrason MeOH-

Figure 3.11 : L’activité antibactérienne des extraits-Macération MeOH-
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3.6 Comparaison entre les extraits

Parmi tous les résultats des études précédents on peut les conclues comme suit :

• L’extrait qui a le meilleur rendement : hydro-éthanolique.

• L’extrait qui est le plus riche en polyphénols : méthanolique soxhlet.

• L’extrait qui est le plus riche en flavonoïdes : soxhlet d’acétate

On peut dire que la meilleure méthode d’extraction dans notre cas est celle de soxhlet.
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Conclusion

L’étude phytochimique menée sur L.gharbensis a permis l’obtention les résultats sui-

vantes :

Du point vue rendement, cette expérimentation a permis de : Déterminer le solvant

d’extraction par Soxhlet le plus efficace dans notre étude.

Cette espèce est riches en composés phénoliques notamment les flavonoïdes, qui sont

reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les activités

antivirale, anti inflammatoire et anticancéreuse.

Contrairement à ce résultat positive, l’activités biologique étudiée sur les extraits

montre que l’espèce a une activité antibactérienne non significative (une efficacité faible).

Ainsi nous pouvons rÃľsumer la nature des perspectives de recherche :

Cette étude ouvert les portes pour une investigation plus avancée dans cette direction

de recherche concernant d’autre propriétés de cette plante.

Étude autres activités biologique ; antifongique, antibiologique (invivo et invitro),..
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