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Avant propos

Les plantes sont des étres statiques qui ne peuvent pas fuir devant les
dangers, elles ont donc da développer une grande variété de substances
appelées métabolites secondaires. ‘

Cependant depuis plusieurs années, on sait que ces substances ont
des effets positifs sur la santé et sont 1'objet de nombreuses recherches
scientifiques. ’ |

Nous ne connaissons pas encore les mécanismes par lesquels agissent
ces substances et il est nécessaire de les étudier plus & fond afin de pouvoir
identifier les bénéfices, les possibles effets collatéraux et comprendre
comment ils agissent sur des pathologies aussi importantes comme le
diabéte, le cancer et les maladies cardio-vasculaires.

La médecine par les plailtes est trés répandue dans l'usage populaire
produisant des guérisons que la médecine classique n’a pu procurer. Dans
cette étude, et en adoptant| une stratégie de recherche basée sur des

. méthodes scientifiques, on essaye de valoriser une plante trés utilisée dans‘
la médecine traditionnelle de|la v&%ilaya de Tlemcen pour le traitement du
diabéte, il s’agit du ' Berberis Viilgaris L. connu aussi comme anti-
inflammatoire et préconisé dans le traitement de l'ulcére [1]. | |

Cette étude est basée en premier lieu sur des tests phytochimiques et
en second lieuﬁ‘ sur l'extractipn et lidentification sélective des familles de
composés chiméques prépondérantes dans I’écorce de cette plante.

Notre recherché_ est subdivisée en quatre étapes :

* La partie chijrniquev qui a été réalisée au laboratoire de Chimie Organique
Substances Najturelles et Analyse ( COSNA ), Institut de chimie —-Université
de Tlemcen - ’
* Les tests biol{)giques sont|effectués au laboratoire de physiologie animale -
Institut de Biol?gie — Université de Tlemcen -

|

* L’étude Botanique de|la plante a été faite au laboratoire de Botanique -

Institut de Biologie — Université de Tlemcen -

* Les analyses spectroscopiques ont été réalisées au Laboratoire de

Pharmacochimie Moléculaire ¢t Systémes Membranaires — Université Paris 7

-~ France. |




* Les analyses des métaux par absorption atomique ont été réalisées au
laboratoire de Catalyse et Synthése en Chimie Organique par monsieur

Abderrahim et celles par photométrie au laboratoire de monsieur Boucherit.

Nous présenterons dans une premiére part1e I’étude chimique de cette
plante basee sur des tests phytochlmlques et sur lextraction sélective des
familles prépondérantes suivie par leurs élucidations.

Nous commenterons dans une deux1eme partie les résultats des tests

biologiques.
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INTRODUCTION GENERALE

La phytothérapie est une meédecine qui utilise les plantes ou
seulement la partie active de ces derniéres ayant des propriétés

thérapeutiques. Ces plantes sont appelées plantes médicinales.

Le gisement végétal est depuis longtemps une source généreuse
pour le chimiste organicien, il y trouve des molécules nouvelles,
utilisables directement oy pouvant servir de base a des réactions de

synthése chimique.

Un des guides du chimiste dans le problématique. d’'une
recherche phytochimique est la référence a lempirisme et plus
particuliérement aux usages traditionnels liés aux activités humaines.
Cependant, si on veut faire lhistoire de 1Ia phytochimie et Ia
phytothérapie, il faut remonter au siécle passé. Pendant les anciennes
civilisations on s’apercoit que les égyptiens furent parmi les premiers

hommes qui ont enregistré dans leurs papyrus datant du 3éme

millénaire leurs connaissances sur les vertus des plantes médicinales; o

ils citaient le ricin, 'anis, la menthe, ...etc. Les babyloniens quant a
€ux nous ont laissé des tablettes d’argile portant des listes de drogues
soigneusement établies; ces habitants cultivaient plusieurs espéces de
plantes médicinales dans leurs jardins. Durant ces temps reculés, il
n'y avait pas seulement les habitants du basin méditerranéen qui

s’adonnaient aux plantes pour guérir mais aussi des habitants de

l'extréme orient Indes et Chine et ce sont les arabes qui donnérent 4 la

pharmacie son caractére scientifique. Les traditions pharmaceutiques
arabes passérent en Europe et influencérent profondément les

grandes Universités du IXéme sjacle [2].

En occident, I'utilisation thérapeutique des plantes sest peu a
peu estompée, au profit de la synthése des molécules chimiques.

Cependant depuis une dizaine d’années, on constate un vif regain
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d’intérét pour' les plantes qui ne cesse de croitre aujourd’hui. Malgré'

des preuves limitées d'efficacité, la médecine traditionnelle couvre la
gamme entiére des maladies depuis les maladies bénignes jusqu'aux

maladies les plus graves. l
: [

i

Actuellement prés de 50 % des spéciali%tés pharmaceutiques sont

d’origine naturelle (animale ou Végétale).i En effet, beaucoup de
principes actifs d’extraction sont encore al,%}jourd’hui irremplacgables
par des produits de synthése et certaines s&ubstances isolées, malgré
leur ancienneté, restent les médicamentsi actuels (ex: digitaline,
sennosides, morphine, scopolamine, ...etcé.) ; d’autres voient leur
emploi accru grace a la découverte de nouvéelles indications; d’autres
encore constituent actuellement le point de départ de nombreuses
hémisynthéses. Quant au renouveau de i’emploi des végétaux en
nature (ou sous forme galéniques), il tient au désir croissant du
retour aux thérapeutiques douces, lentes et naturelles qui sont
souvent miéux tolérées par l’brganisme que les prdduits de synthése.

| On assiste donc a la naissance de la phytothérapie; mais on est
loin de V'empirisme et des remédes secrets d’autrefois ou les plantes
médicinales étaient connues, standardisées et 4 teneur définie en
principes actifs sont utilisées de facon scientifique. A co6té de la
phytothérapie, les végétaux sont, auési, la source de nouvelles
applications: développement de I'aromathérapie (tﬁérapie par les

huiles essentielles), emploi des plantes en cosmétologié, ...etc.

Les phytomédicaments comprennent les plantes, les produité
d'origine végétale, les préparations et produits finis & base de plantes
médicinales qui contiennent comme compos'ants actifs des parties de
plantes ou d'autres prdduits d'origine végétale ou des associations.
Ces composants sonf’T souvent en quantité extrémement faible dans la

plante, mais ce sont eux qui lui conférent son activité thérapeutique.
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L'Organisation Mondiale de la Santé (0.M.S) considére que,

dans de nombreux pays peu développés, les plantes et leurs
composants . représentent la premiére source de remeédes.
L'organisation prépare d’ailleui‘s actuellement une gigantesque base
de données  afin dy yconsigner la totalité des principes
phytochimiques découverts a ce ‘ jour.

A chaque fois qli’elle le peujt, l’indusfrie pharmaceutique s’efforce
de synthétiser les principesactilj’s de ces produits naturels. Lorsqu’elle
n'y parvient pas, les extraits‘czle ces plantes sont proposés a l’état
pur.

De nombreux éléments de cjette médeéine sont utiles; aussi 'OMS
encourage leS pays a identifier <§:1es remeédes et pratiques sans danger

et efficac¢s pouvant étre utilisés‘ dans les services de santé publics et
privés et les soutient dans cet effort. La stratégie de 'OMS pour la
médecine traditionnelle pour 2001-2005 fait le point sur la médecine
traditionnelle dans le monde et souligne le role et les activités de

l'équipe OMS-Médecine traditionnelle (TRM). En outre, ce qui est plus

important, c’est qu’elle offre & 'OMS et & ses partenaires un cadre

d'action qui permet a la médecine traditionnelle de jouer un réle

beaucoup plus grand dans la réduction de la mortalité et la morbidité

excessives, notamment parmi les populations pauvres [3].

Le but de notre recherche est d’apporter des éléments de
connaissances chimiques, biologiques et biochimiques relatifs 4 une
plante trés utilisée en phytothérapie pour son activité anti-

diabétique, il s’agit du Berbéris vulgaris L.

La méthode de travail que nous avons adoptée est basée sur une
action pluridisciplihaire, visant une valorisation de la matiére
végétale, cette méthode permet ‘de relier les éléments d’information
apportés par les ethnobotanistes au travail des chimistes et des

biologistes.
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Chap.1~ A] Diabéte et Phytothérapie — 4

...................................................................................................

A] DIABETE ET .PHYTOTHERAPIE

I- DIABETE
I-1- DESCRIPTION MEDICALE

Le diabéte sucré est une maladie meétabolique résultant d’une
carence ou d'un défaut d'utilisation de l'insuline, caractérisé par une
hyperglycémie chronique [4] .

Tableaul: nouveaux critéres diagnostics du diabéte sucré et les
intolérances au glucose selon ’'OMS et ’ADA [5].

! Moment de la journée Personne non diabétique Personne diabétique
Ajeun entre 3,8 et 6,1 mmole /| 7 mmol/l et plus
De 1 &2 heures aprés le repas entre 4,4 et 7 mmol/t 11 mmol/l et plus

I -2- CLASSIFICATION DU DIABETE

Actuellement, et selon ’'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
et 'Association Américaine des Diabétiques (ADA) [6], le diabéte sucré

regroupe deux types majoritaires :

a- Diabéte de type I
Diabéte Insulino-Dépendant (DID), est une maladie auto-
immune qui atteint surtout les enfants et les jeunes adultes ; elle

touche environ 10 % des diabétiques [7].

b- Diabéte de type II

Diabéte Non Insulino-Dépendant (DNID), il se caractérise soit
par une production insuffisante d'insuline, soit par une mal
utilisation de l'insuline par 'organisme. Cette maladie affecte environ
90 % des diabétiques, elle survienne chez les gens de plus de 40 ans
et elle est liée a I’hérédité et des facteurs environnementaux (obésité,

sédentarité et hypertension artérielle) [8] [9].
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I-3- COMPLICATIONS POSSIBLES

Les diabétiques qui demeurent en hyperglycémie durant de
longues périodes courent le riSque de développer, avec le temps, de
graves complications rattachées au  diabéte, citons
v Rétinopathie |
¥ Neuropathie
v Néphropathie
v Les maladies cardiovasculaires sont de deux a quatre fois plus
fréquentes chez les diabétiques. En fait, 50 % des ‘diabétiques

meurent d'un trouble cardiovasculaire [10].

I -4- TRAITEMENT DU DIABETE :

Le traitement du diabéte de type 1 fepose essentiellement sur

I'insulinothérapie [11]. 1

!

1-4-1. Dishéte de type IL. } |
La plupart des personnes atteintes peuvent contréler leur

diabéte avec certains médicaments (sulfonylurées, biguanides,

- acarbose). Par la suite, des injections duotidiennes d'insuline peut -

étre utilisées [12]. }
|
1-4-2. Alimentation et activité phy51qu‘e

Une allmentatlon équilibrée a pour but de diminuer le poids
corporel surtout chez les diabétiques obeses Papport en graisses
animales et en sucres raffinés sont a eV1ter Par contre, les hydrates
de carbones a absorption lente sont a preferer [13].

De méme, l'exercice physique est conseillé pour les diabétiques

puisqu’il assure une baisse du taux de sucre sanguin [14].
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II- PHYTOTHERAPIE
II-1- INTRODUCTION

La plupart des espéces végétales possédent des Vertus
therapeuthues car elles contiennent des principes actifs qui aglssent
directement sur Porganisme. Les effets curatifs de certaines plantes a
activité anti-diabétique sont trés connus. Or, ce n’est que recemment .
que les €éléments actifs a lorigine des actions therapeuthues des

plantes ont été isolés et étudiés. Il est donc indispensable de connaitre

la composition de ces plantes [15].

I11-2- DEFINITION ET HISTORIQUE
II-2-1- Définition '

? la phytothérapie é’app;uie a la fois sur le savoir traditionnel
des plantes meédicinales et; sur les découvertes de la médecine
moderne. E

Dans le domaine du som par les plantes, on remarque deux
tendances majeures. Certams intervenants mettent surtout l'accent
sur les connaissances emplrlques des plantes et sur leurs effets
reconnus depuis la nuit desi. temps (ethnopharmacognos1e) D'autres
se basent davantage sur 11es connaissances blochlmlqucs et se
préoccupent plutot des symptomes des maladies et de l'action des
principes actifs des plantes [16] . v

Selon ’'OMS prés de 90 % des habitants de certalns pays en voie

e développement se smgnent par lés plantes qui forment la matiére

remiére de 35 % des médicaments prescrits aujourd’hui dans les

ays industrialisés et d’une bonne moitié des médications en vente

libre [17].
II-2-2- Historique’

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un role

déterminant dans la conservation de la sainté des hommes et dans la

survie de ’'humanité.
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L'utilisation des plantes médicinales est encore aujourd’hui la '
forme de médecine la plus répandue a travers le monde. Cependant,
vers la fin du XIXe siécle, elle a connu un rapide déclin en Occident
avec l'avénement de la medecme scientifique et l'apparition des
médicaments « miracles » (aspirine, antibiotiques, cortisone, ...etc.).
Toutefois, depuis les années 70, entre autres a cause des effets
indésirables des médicaments de synthese, les gens se tournent de
nouveau vers les plantes meédicinales. Leur popularité grandlssante a
amené les scientifiques a entreprendre de nouvelles recherches [18] .
Nos ancétres avaient identifi¢ un grand nombre de plantes et
remarqué leurs propriétés curatives. De fait, jusqu '‘qu XXe siécle, dans
chaque village quelqu’un possédait ses propres méthodes pour
I'utilisation des plantes. Les hommes ont, pendant des mllhers
d’années, observé les effets - ‘hons ou mauvais - provogués par la

consommation de telle ou telle racine, baie ou feuille [1].

II-3- USAGE DES PLAN-TE.S MEDICINALES

La phytothérapie ou medecme par les plantes est une science -

ou un art - qui se complexifie de plus en plus. En principe, elle exige
“une longue formation . 11 n'en reste pas moins que, bien. informé,
chacun peut se servir des plantes pour soigner des troubles mineurs
(et méme parfois sérieux, a titre complémentaire). Beaucoup de
plantes ne présentent_, en effet, que trés peu de risqueg- voire aucun.
Voici donc les principales facons de préparer et d'utiliser les plantes

médicinales.

11-3-1-Le cholx des plantes

Aussi souvent que possible, il vaut mieux utiliser les plantes
dans leur prime fraicheyr. Comme toute mat1¢re vivante, leurs
éléments de base constituent des forces dynamiques interagissant

avec les différents systémes de l'organisme humain, eux-mémes en
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continuel processus de transformation. Dans l'impossibilité de se

procurer des plantes fraiches, on peut employer des plantes séchées.

II-3-2-Utilisation

Bien que l'usage exclusif d'une plante médicinale donne des
résultats tout a falt valables, les associations de plantes sont souvent =
plus intéressantes.

On peut associer les plantes choisies dans des proportlons
égales, mais on peut aussi le faire dans des proportions. qui varient

selon 1'1nten31te des différents symptomes ressentis [19] .

a-En usage interne

L’usage interne des plantes médicinales se fait sous plusieurs
formes citons : les infusions, les décoctions, les macérations, les

teintures et les sirops (voire annexe) [1}.

b-En usage externe ,

Mis a part les inhalations, les préparations qui suivent sont fort
utiles pour des soins Mopiques en cas de blessures et infections
locales citons par exemple : cataplasmes, compresses, huiles

meédicinales, pommades et onguents (v01re annexe) [20].

II-4 - DES PLANTES AUX MEDICAMENTS

Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la
phytotherap1e offre de multiples avantages. '

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au
premier plan, car Pefficacité des medlcaments tels que les
antibiotiques décroit. En effet, les bactéries et les virus se sont peu a
peu adaptés aux medlcaments et leur résistent de plus en plus. De
plus, les effets secondalres 1ndu1ts par les médicaments sont non
négligeables. ‘

A partir de la plante, on extrait des principes actifs :

- Alcaloides (morphine retirée de Popium.)
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- Hétérosides (digitaline et digbxine extraites des Digitales).

Une fo1s 1soles et purifiés, les principes actifs peuvent étre utilisés
tels quels, ou 1~egerement modifiés afin d’obtenir des composeés plus
stables, plus solub\fé‘s ou encore a effet thérapeutique meilleur.

Comme on peut extraire de la plante des précurseurs de principe
actif depourvu& d’activité physiologique, ces substances servent pour

préparer des composes actifs ( Hemlsynthese ) [2 1]

I1-5- INTERACTIONS ENTRE LES PLANTES
MEDICINALES ET LA MEDICATION TRADITIONNELLE

Beaucoup de plantes medlcmales et de médicaments sont .

thérapeutiques a une certame dose et toxiques & une autre. Des
interactions entre les plantes médicinales et les medlcaments peuvent |
augmenter ou diminuer les effets pharmacologlques ou toxiques des
uns ou des autres, par action synerglque ou antagomste Les plantes
médicinales sont douées d’ubiquité, Il y a peu d’observations des effets
adverses et/ou des interactions. Une seule étude (Doucet 1996) [22]
faite sur 1 000 personncs agées admises en urgence a T’hopital .
parmi celles-ci 538 étaient exposées a 1 087 interactions
medlcamenteuses 30 d’entre elles avaient des effets indésirables. En
pratique courante, la polypharmame est habituelle, et aux
~ thérapeutiques prescrites s’ajoute bien souvent P’absorption
additionnelle de médicaments variés issus de Pautomédication, de

vitamines, d’herbes médicinales, et d’aliments ou d’alcool [23] .

IL6. AVANTAGES ET INCONVENIENTS DES PLANTES
MEDICINALES :

Généralement, les plantes meédicinales d'usage courant ne
provoquent que trés peu, voire aucun effet 1ndes1rablea g_est $un:
de leurs-principaux avantages, De plus, 'action synerglque des divers

constituants commence a €&tre mieux comprise et acceptée



Chap.I - A] Diabéte et Phytothérapie - , 10 |
sci,entifiquement [24]. Enfin, contrairement a certaines croyances'
populaires, plusieurs plantes ont des effets pratiquement immédiats
sur le métabolisme [15]. |

Par contre, les medlcaments de synthése ont souvent une actlon
plus directe et plus spectaculaire puisqu 'ils sont formulés pour €tre
immeédiatement assimilés par l'organisme. Il est également plus facile
de s'assurer de leur composition exacte, de leur qualité et de leurs
conditions de conservation. |

Tout ce qui est « naturel » n'ost pas inoffensif. Certaines plantes
sont toxiques et d'autres peuvent étre nocives en interaction avec

d'autres plantes, des médicaments ou des suppléments.

|

II-7-RELATION STRUCTURE/ACTIVITE
| ,

En plus de réhabiliter les plantes meédicinales, les recherches
scientifiques moderhes ont permis de mettre en ‘évidence leur mode

d’action. Pendant longtemps, on s’est contente d’utiliser les plantes

- médicinales sans Comprendre pourquoi et comment elles agissaient.

Les livres sur les plantes medlcinales se contentaient d’énumeérer les

propriétés et les indications de chaque plante. Quand on consulte les. -
manuels de phytothérapie| qui faisaient référence a l'€poque, on
devient facilement confus ﬂ)ar- l,é"\kn,ombre de propriétés attfibuées a
chaque plante et les corlltradic%ions | apparentes, chaque plante
semblant capable de tout fairel 'Enoore aujourd’hui, la plupart des
ouvrages de phytothérapie se contentent de cette approche
insatisfaisante sur les plans scientifique et chimique. Rien d’¢tonnant
" dans ces circonstances que les résultats thérapeutiques soient si
aléa_toiresl En 'réalit.é%,, nous savons maintenant que les propriétés des
plantes médicinales‘ dépendent de leurs composantes chimiques,
aussi appelées principes actifs ; en d’autres mots, lactivité
thérapeutique d_’u_né plante dépend de sa structure chimique. Une
meilleure connaissance des principes actifs est indispensable a la

pratique d’une phytothérapié sérieuse et efficace [25].

Pa el
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B] PLANTES FACE AU DIABETE

I- PROPRIETE;)S ANTIDIABETIQUES DES SUBSTANCES
NATURELLES

Dans le monde entier, plusieurs plantes médicinales sont
utilisées par la médecine populaire, comme remédes pour le
traitement de différents états d’hyperglycémie et plus précisément
chez les diabétifques non insulino-dépendants. Parfois ces patients
n’ont besoin d’atjlcune autre médication pour maintenir normales les
valeurs de la glyciémie .

Au cours de ces derniéres années, 1’étude scientifique de toutes
les plantes anti-diabétiques a suscité un grand intérét du
principalement a 3 motifs :
1°)Confirmer scijentifi_quement ce qui est utilisé par la médecine

traditionnelle de certaines substances.

2°)Peu de produits de synthése sont doués d'une activité anti-
diabétique. |

3°)La découverte de nouvelles structures pour une application
thérapeutique, sﬁrtout pour les pays en voie de développement qui

pourraient exploiter leurs propres ressources naturelles [26] .

II- LES PLANTES UTILISEES POUR LE TRAITEMENT DU
DIABETE

Selon Thorn§ et Coll., plus de 1123 espéces de plantes ont été
utilisées éthnopﬁarmaeologiquement ou expérimentalement dans le
traitement du di;abéte [27]. Ces plantes représentent 725 genres et
183 familles doht les plus utilisées sont citées dans le tableau

suivant :
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Tableau 2 : famillegle plantes les plus citées pour leur activité hypoglycémianfe

Famille “Nombre d’'espéces actives nombre tofal d’espéces
Fabacées 127 18 000
Astéracées - 98 21 300
Lamiacées 36 3500
Liliacées 35 5400
Poacées 30 10 000
Euphorbiacées . - | 30 7 000 -

La moitié de ces espéces ont €té utilisées en médecine
traditionnelle dans le traitement des symptomes du diabéte. Il est &
noter que la moitié de ces remédes traditionnels ont fait Uobjet de
tests biologiques réalisés sur des sujets normaux, chargés en glucose
ou traitées par P'alloxane et la streptozotocine afin d’évaluer lactivité
hypoglycemlante [28]. Le tableau 2 montre que 81 % des plantes
testées biologiquement donnent des résultats positifs en diminuant la
concentration du glucose dans le sang. Il est mentionné aussi que
47 % d’espéces qui ne sont pas utilisées traditionnellement dans le

tra1tement du diabéte rabaissent le taux du sucre dans le sang [29]

Tableau 3 : Etude comparative entre les plantes hypoglycemlantes et autres

Utilisation traditionnelle

autreSplantes

%Nombre total de plantes testées.

295

- 541

Nombre total de plantes actives

238 (81%)

254 (47%)

La meéthodologie ‘d’évaluation de Pactivité
hypoglycémiante consiste a déterminer le glucose dans le sang €t ses
variations dans le temps aprés ’'administration d’'un extrait préparé a

partir de l'espéce végétale considérée [29].

III- QUELQUES PLANTES ANTI-DIABETIQUE ET LEURS

Certaines sociétés pharmaceutiques d'Allemagne et d'autres pays
d'Europe font la promotion de l'us_age de formules a base de plantes

dans le traitement du diabéte au méme titre que la thérapie a
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l'insuline [30]. De leur c6té, les Dr Andrew Weil, James A. Duke et

Michael Murray suggérent diverses plantes pour soigner le diabéte.

Tableau 4 : 10 plantes parmi les plus utilisées dans le monde et dont elles

présentent plusieurs activités intéressantes pour les diabétiques.

Plantes Nom Utilisation
scientifique
Pris par voie orale, les graines de fenugrec seraient peut-étre efficaces pour abaisser le taux
de glucose sanguin chez les diabétiques [31]. Le fenugrec affecte le transit intestinal et
ralentit 'absorption du glucose, Un composant, la 4-isoleucine, semble stimuler directement
Fenugrec Trigonella | la sécrétion linsuline [31]. Chez les personnes atteintes de diabéte non insulinodépendant
foenum- lingestion des graines peut améliorer le taux de sucre sanguin et la sensibilité a linsuline
graecum [31], [32]. Selon certaines études, la graine en poudre pourrait réduire le cholestérol sanguin
chez les diabétiques [31], [32]. La dose habituellement utilisée est de 1 g & 2 g de graines
de fenugrec ou I'équivalent 3 fois par jour [32], [33].
Il permettrait d'améliorer le controle glycémique et d'augmenter le niveau d'énergie des
Ginseng patients atteints d'un diabéte de type [l. au cours d'une récente étude en double aveugle, la
Asiatique Panax prise orale et quotidienne de 200 mg d'extrait de ginseng :a permis d'améliorer le contrdle
ginseng glycémique et d'augménter le niveau d'énergie chez des diabétiques de type Il [34].
Le D' Andrew Weil et James Duke suggérent ce reméde utilisé pour traiter le diabéte. De
fait, des petites études montrent gu'en prise orale, le gymnéma serait peut-étre efficace pour
amener une réduction supplémentaire du taux de sucre sanguin et d'hémoglobine glycosylée
chez les personnes affectées par les types | et Il qui prennent de linsuline ou des
Gymnéma Gymnema | hypoglycémiants oraux [35],[36]. Le gymnéma serait également utile pour réduire les taux
sylvestre | de cholestérol total et de triglycérides chez les diabétiques de type | [35]. Pour le dosage :
GS4, un extrait hydrosoluble provenant des feuilles du gymnéma. Utilisé pour faire baisser
le taux de sucre sanguin, la dose habituellement prescrite était de 400 mg par jour de cet
extrait.
Les anthocyanosides contenus dans ce fruit ont été étudiés en fonction de divers troubles
oculaires. Ainsi, une petite étude non contrélée a porté sur ['action qu'exercent les
Myrtille Vaccinium | anthoacyanosides sur les vaisseaux rétiniens dans le cas de différents types de rétinopathie.
‘myrtillus Chez les diabétiques en particulier, I'extrait standardisé de myrtille a eu un impact positif sur
la perméabilité et la tendance a hémorragie [37]. Par ailleurs, la myrtille pourrait aussi
prévenir la cataracte difabétique [38].
Des études contrdlées, montrent que des applications topiques de poivre de cayenne
Poivre de Capsicum | peuvent soulager la heuropathie diabétique [39],[40],[41]. L'une d'elles montre qu'une
cayenne anuum préparation topique a base de capsaicine est aussi efficace que l'amitriptyline, un
médicament qui s'utilisje par voie orale [411. Il faut en appliquer 4 fois ou plus par jour pour
soulager les douleurs séveres [40].
Pris sous forme orale,; ce produit serait peut-éire efficace pour baisser les taux de glucose
Xanthane | Xanthomona | sanguin et de cholestérol chez les diabétiques. Pour l'usage de la gomme xanthane comme
s lcampestris | additif alimentaire [42] par les diabétiques, une dose typique serait de 12 g par jour [43].
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- IV- QUELQUES PRINCIﬁ'ES ACTIFS AYANT UN POUVOIR-

NTIDIABETIQUE _ ‘
‘a-Acide alpha-lipoique. Cet antioxydant naturel est utilisé depuis
plus de 30 ans en Allemagne pour soigner la neuropathie diabétique
[44]. I s'emploie aussi pour améliorer la résistance 4 linsuline et

l'élimination du glucose en|cas de diabéte de type II. Ce produit

s'administre par voie orale ou intraveineuse.

b-Acide ‘Gamma-kinolé:}igue (AGL). Plusieurs études suggerent que

cette substance - -&  une action bénéfique sur l'évolution de la
polyneuropathie diabétique ' distale [45], [46], [47].
Dosage : lors d'une étude contrélée et randomisée, la prise orale

!

quotidienne de 360 mg'd'un supplément de AGL pendant 6 mois a

permis d'améliorer de maniére si‘gnificative - par rapport &4 un placebo

- plusieurs indicateurs de cette

que l'huile d'onagre (Oenothera bic

linolénique,

c-Chrome, En usage oral, il se

chez les diabétiques du type II ‘[4,

démontrer que ce supplément

positifs chez les
d-Magnésium : Les patients di
- faible taux de magnésium [49].
magnésium pourrait jouer un

type II [50], [S1].

e- Niacinamide (vitamine B3) : |

la niacine (ou acide nicotinique)
Cette derniére serait peut-étre ef]
- -prévenir et traiter le diabéte de t

-améliorer le contréle glycémique

diabe

conséquence du diabéte [45). A noter

iennis) est trés riche en acide gamma-

rait peut-étre efficace a divers titres.
8]. Certaines preuves semblent aussi
pourrait exercer les mémes efféts
étiques | du type I [47].
abétiques ont tendance a avoir un
Certaines données' suggérent que le

role protecteur contre le diabéte de

oy la nzacznamzde (ou nzcotmamzde).
Fiéace pour :

ype I1[52];

en cas de diabéte de type II [53]
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f- Vitamine E: Cellefci pourrait intervenir de deux facons
- role préventif pour le diabéte de type I ;

- role préventif et curatif pour_le diabéte de type I [54],[S5].

V- ENQUETE ETHNOPHARMACOLOGIQUE
L’éthnopharmacologie est 'une des démarches prmapales pour
la recherche de plantes d’intérét thérapeutique. Cette méthode repose
sur 1ut111sat10n de plantes en médecine populaire qui seront par la
suite classées selon leurs Vertus thérapeutiques.
Ces plantes sont alors récoltées, extraites puis testées. Dans ce cas,
les enquétes sont trés utiles car leurs indications restreignent le
champ d’action et permettent d’ orienter les essais pharmacologiques.
L’utilisation de plantes a activité anti-diabétique est tres connue dans
la region de Tlemcen. Dans un travail, unique dans son genre, une
enquéte ethnopharmacologlque a été réalisée en collaboration avec
’association des diabétiques de Tlemcen et les serv1ces de diabétologie
du C.H.U. de Tlemcen [29]. L’enquéte effectuee sur 634 patients a
revele que 82 patients se soignent avec le Berbens vulgaris L. ce qui
nous a permls de dire que cette plante occupe une place privilégiée -

dans la Wilaya de Tlemcen pour le traitement du diabéte,

Tableau 5 ; Résultats de I'enquéte éthnopharmacologique (Tlemcen ),

Fenugrec Cologuinte Berberis. Saccocalyx | Lavandyla | Globularia
Plantes | (Halba) (Hantal) | VulgarisL. |satureioides | staechas Alypﬂm L.
. | (Ghriss) (Zaatar) (Halhal) | (Ain larneb)
Nombre . 3 ~ - -
desss AL [AAN | GC 53 |54 | 53

VI- LE CHOIX DE LA PLANTE

Le choix de la plante étudite est basé sur les résultats de

Penquéte ethnopharmacologlque réalisée par Mr, Benmehdi dans son

mémoire de magister. Le tableau ci-dessous résume la liste des




- Chap.]— B] Plantes : . Face au Diabéte — | 16

plantes les plus utilisées contre le diabéte dans la région de Tlémcen, '

ainsReufs modes d’utilisation [29].

Tableau 6: Plantes par Qrdré d'utilisation décroissante et leurs modes

d’emploi.

“Nom scientifique des plantes

Nbr.
de cas

Mode d'utilisation et glycémie

Tﬁgonella-foenum-gréecum L.(Halba)

126

.Feuilles en infusion ou en poudre ; graines sous forme d'un
macérat oy d'une poudre

.La quantité prise est soit un verre de {infusé soit une demi cuillére
de poudre en mélange avec du miel par jour, Ia glycémie chute
de1,5a 09g/l. ; ) '

Citrullus colécynthis L. (Hantal)

1M1

.Graines entiérement avalées, épicarpe en poudre mélangée avec
les aliments, fruits frais en fnorceaux mis sous les pieds pendant le
bain. La quantité prise est de 2 graines par jour. La glycémie diminue
de 34 1,80g/l. : ' ‘ '

Berberis vulgaris L. (Ghriss)

86

.Feuilles fraches en infusion ou en poudre, des racines sous forme
de macérat. :

.La quantité prise est d'un verre de thé d'infusé ou de macérat par
jour ou d'une cuillére de café de poudre en mélange avec du miel
une fois par jour . La glycémie diminue de 3 a 1,87g/l.

Saccocalyx satureioldes (Zéatar)

57

.Feuilles fraiches en infusion ; la quantité prise est d'un verre de the
par jour. La glycémie diminge de 241,209/l '

Lavandula staechas (Helhel)

54

.Feuilles frafches en infusion ; Ja quantité prise est d'un verre de thé
33 4fois par jour.
.La glycémie diminue de 3 & 1,20g/l.

Globularia alypum.L (Ain |armeb)

83

.Feuilles fraiches en infusion . La quantité prise est d'une demi verre
de thé par semaine. ‘ '
.La glycémie diminue de 3,54 1,70g/l. -

Stipa tenacissima.L (El haifa)

2 fois par jour.

.Tiges }raiches, en décoction ; la quantité prise est d'un verre de thé
.La glycémie diminue de 2 & 0,5g/. '

Nerum oleander.L (Defla el bouria)

35

Sous fdrme d'un bain végétal a partir des feuilles fraiches ou en
application directe sur la peau de la poudre des feuilles séches
mélangges avec le henné, La glycémie diminue de 4 a 1,209/l

Zygophyollum album .L (Aggaya)

31

.Feuilles fraiches en infusion ou séches en poudre. La quantité prise -

est d'1 verre de thé par j.
La glycémie diminue de 33 1,80g/. .__

Marrubium vulgare (Marriwa)

30

d'un vefre de thé 1a 2 fois par jour. La glycémie diminue de 33

.FeuilIeF fraiches en infusion ou bain végétal la quantité prise est
1,209/,

Juniperus phoenicea (E! araér)

29

3 fois par jour

.Feuille} fraiches en infusion. La quantité prise est d'un verre de thé
.La glycémie diminue de 3,5 & 1,10g/l.

Aloe vera (mer ou sber)

28

.Feuille§ fralches en infusion ou graines entiérement avalées. La
quantité prise, elle est d'un verre de thé de l'infusé 2 fois par jour ou
1 graine par jour. La glycémie diminue de 34 1,5g/1.

Artémisia herba alb Asso (Shih)

24

de thé 1 fois par jour

.Feuillej fralches en infusion . La quantité prise est d'un demi verre
.L.a glygémie diminue de 33 1,87g/.

Prunus dullis (Ourag el khoukH) .

22

.Feuilles frajches en décocté. La quantité prise est de 5 cuilléres a
café 1 fois par jour ’
.La glygémie diminue de 1,50 & 0,70g/l.

Zizyphus Jotus.L.Desf (Ourag essedra)

15

.Racings fralches en décocté. La glycémie diminue de 1,50 & 0,80g/l.

Ajuga iva .L. (Chendgoura)

.10

.Feuilleﬁ soys forme de poudre. La quantité prise est d'une cuillére a
café par mois. . ‘

Rosmarinus officinalis (Yazir)

10

.Feuilles fraiches ou racines en décocté. La quantité prise est d'un
verre de thé par jour
.La glycémie diminue de 2 a 1,20g/l.
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C] ETUDE DES PLANTES

L’é¢tude des plantes f.ait} épp_elva des connaissances variées en
botanique, en biologie végétale, en agr,ondmie, en chimie et en

phafniaco_logie, En effet cette étude commence par une identification

trés précise du rnatéfiel végétal ; elle nécessite enSu-ite une recherche

- chimique approfondle avec llsolement a letat pur et la détermination
de structure des dlfferents constltuants viennent ensulte les essais
pharmacologiques avec I’évaluation de lactivité thérapeutique et de la
toxicité des principes,isolés, Puis selon Pimportance thérapeutique de
la plante se pose le pcobléme éventuel de lindustrialisation
(apprqvisionnement, mise en culture, ameélioration de I'espéce,
contrdle de qualité). Pour cela la con_naissance des constituants
ch1m1ques est plus que souhaltable |

En effet, de telles 1nformat10ns peuvent servir, non seulement,

pour la decouverte des agents therapeut1ques mals parce qu’elles :

peuvent ‘étre a lorigine :de la revelatmn de nouvelles sources - de

matériaux économiques tels que, les tanins, les huiles, les gommes

qui sont des précurseurs dans la synthése des substances chimiques

complexes ,..etc. [62] t
- I- UNICITE DES PLANTES Rappels theonques

Les plantes sont composees de deux types de substances les
pI‘OdLlltS du metabohsqle primaire 1ndlspensables a leur vie
_ (essentlellement les polysaccharldes) et les produ1ts du métabolisme

|

secondaire qui apparalssent souvent - comme 1nut1les aux plantcs

mais qu1 ont des effets therapeuthues remarquables ; il s’agit des

huiles essentielles, des ﬂavonmdes, des sapon031des .etc.” |
L’analyse chimique des étre vivants a montre que exceptlon

faite des molecules d’eau .et des f,ons minéraux, toutes les substances

qui les constituent sont des| composes de carbone Ce sont les

substances orgamques [63]
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...................................................................................................

a- Métabolisme primaire :

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit
les molécules de base : acides nucléiques (ARN, ADN), lipides,
protéines, acides aminés, hydrates de carbone. Les métabolites

primaires sont produits en quantité élevée par les plantes [64].

b- Sels minéraux :

Les sels minéraux sont les constituants qui restent aprés la
calcination des tissus organiques sous forme de cendres, ils sont
essehtiels a lorganisme notamment parce qu’ils contrélent
équilibre hydrique (pression osmotique); réglent I’équilibre acide —
base (pH) ; font partie de certaines structures ( Os , dent ) ; entrent
dans la composition des enzymes et des hormones ; catalysent de

nombreuses réactions du métabolisme [65].

c- Métabolisme secondaire :

Le métabolisme secondaire est une exclusivitté du monde
végétal. Ces substances ne paraissent pas essentielles a la vie de la
plante : on les app;)elle les métabolites secondaires. Ces produits, a
structure chimique souvent complexe, sont trés dispersés et trés
différents selon lesi espéces.

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité.
Il existe plus de 200000 métabolites secondaires classés selon leur
appartenance chirrjlique. Cependant depuis plusieurs années, on sait
que c€s substénces appelées encore phytonutriments ou
phytoprotecteurs ou encore principes actifs| ont des effets positifs sur
la santé et sont 1‘oljajet de nombreuses recherches scientifiques [66].

Citons en séquence les différentes familles de composés :

I-1- Les polyphénéls
Les polyphénoljs sont des pigments trés abondants dans la nature

et ils sont responsables des arémes et des couleurs des végétaux. Ils
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constituent un des principaux groupes de métabolites secondaires. Nous
pouvons néanmoins les diviser en quatre grands groupes:

- les acides phénoliques '

+ les lignanes

- les tannins

- les flavonoides qui & leur tour se divisent en plusieurs sous-groupes
comme les flavones, les isoflavones, les anthocyanes, ...etc. [67].

Les polyphéndls sont pour la plupart solubles dans l'eau, ont un
poids moléculaire compris entre 500 et 3 000 daltons et peuvent se
complexer avec des protéines [68].

* Activité

‘Les polyphénols ont été a plusieurs reprises . montré qu'ils
empécheraient le développement du processus cancéreux , les études
ont également trouvé une plus grande capacité antioxydante de
plasmav sanguin aprés l'ingestion des polyphénols [69].

Mais tous ces avantages ne devraient pas nous pousser &
consommer de grandes quantités de polyphénols. Ils peuvent former -
|des complexes trés stables avec certains minéraux comme le fer et

empécher ainsi leur absorption [70]_.'

I-1-1- Les Flavonoides
1- Définition

Les flavonoides sont les pigments (anthocyanes) qui donnent la
couleur 4jaune aux fruits et légumes [71]. Ils sont des composes
phénoliques dérivant du phényl-2-chromone. Cette fémille est tres
répandue dans le régne végétal, généralement a Pétat d’hétérosides, ou
la partie osidique peut étre mono, di ou tri saccharidique. Tbus les
flavonoides (environ 3000) ont "une origine biosynthétique commune
et, de ce fait, possédent le méme élément structural de base Cs - Cy -
Ce comprenant deux noyaux aromatiques A et B eé un hétérocycle
oxygené [72]. o
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H

OH

Flavan - 3 - le ' R=H , Apigénol . Ose : Rhamnose , quercitroside .
=H, Aizel;?chol R=0H, Lutéol . Ose ; Galagctose , hypéroside .
R=0H , Catéchol ' ' Ose : Glucose , isoquercitroside .

Les flavonols figurent parmi les polyphénols du type
flavonoide. Leur structure, trés analogue a celle de la vitamine C, leur

permet de piéger les radicaux libres a l'origine de nombreux froubles

de dégénérescence [73].
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Shémal : structure de la flavonol et de la vitamine c.

3- Caractérisation (voir partie expérimentgle)

4- Propriétés physxco—chumques
Les hétérosides sont hydrosolubles et solubles dans les alcools

et les solutions d’hydroxyde alcalin [66].
5- Propriétés pharmacologiques
Les flavonoides réagissent avec de nombreuses enzymes de
notre organisme et auraient un effet protecteur :
- Contre le cancer [74] ; -

-Contre les maladies cardio-vasculaires ;
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S
_Au niveau de la circulation sanguine, les flavonoides augmentent la

résistance des vaisseaux sanguins ;

_Les flavonoides semblent étre étroitement liés a leur exceptionnelle
capacité a piéger et a neutraliser les radicaux libres [75].

- Certains flavonoides possédent une activité hypoglycémiante comme
(-)1 eplcatechme ou le benzopyrane isolé de 1’épicarpe de Pterocarpus
marsuplum Roxb est utilisé dans la médecine traditionnelle indienne
pour le traitement du diabéte. Concernant la quercétine et la
myricétine, elles ont un caractére hypoglycémique [76].

OH
OH

OH o
(-} épicatéchine quercétine myricétine

- 1-1-2- Les tannins
1- Définition

Les tannins sont des co'mposés phénoliques (des phénols sirhples
aux flavonoides condensés), hydrosolubles ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 g/ mol. Deux catégories se distinguent [67] :
_Les tanins hydrolysables, esters de l'acide gallique [77].

_ Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (schéma 2}.

*) Tanins hydrolysables

Ce sont des esters dun sucre et d’un nombre variable de
molécules d’acide phénolique. Le sucre est généralement le glucose et
Pacide phénolique,' est soit l'acide gallique dans le cas des tanins
galliques, soit ’acide hexahydroxydiph_énique dans le cas des tanins
éllagiques [66]. | | |

i
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OH

OH

H

structure de base des tanins hydrolysables
‘ G = galloyl (aou b)

*) Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidols sont des polyméres flava-

niques [66].

_ OH
Schéma 2 : structure d'une proanthocyanidine (procyanidine B1)
pouvant étre présente dans les fruits de Vitis vinifera (cultivar pinot
noir). | ’

Plus récemment , un troisiéme groupe (phlorotanin) [78}], [79] a
été isolé a partir de. diverses valgues‘ brunes (Eisenia, Fucus...),
constitué -exclusivement d'unités phloroglucinol liées de maniére
oxydative par des liaisons C-C Lt/ ou C-0O. Le fucofuroeckol en est un

exemple typique (schéma 3).

Ho™ ™ oK
Schéma 3 : structure du fucofuroeckol extrait des algues brunes

Fucus vesiculosus .
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2- Propriétés physico-chimiques

Les tanins se dissolvent dans leau sous forme de solutions
colloidales. Ils sont solubles dans les alcools, l'acétone et dans les
“solutions d’hydroxyde de sodium et de carbonate de sodium. Comme
tous les phénols les tanins féégissent avec le FeCla. Ils sont précipités
dans des solutions aqueuses par les sels de métaux lourds et par la
gélatine [66].

3- Caractérisation ,

Avec les sels ferriques, les tanins galliques et les tanins
éllagiques donnent des précipités bleu-noirs et les tanin condensés
des précipités brun-verdatres.

- Les tanins galliques donnent une coloration rose avec KlOs;

- Les tanins €llagiques sont colorés en rose par HNQO: en milieu
acétique ensuite la coloration vire au pourpre puis au bleu .

- Les tanins condensés sont colorés en rouge par la vanilline
chlorhydrique [66]. ’ ‘
l4- Propriétés biologiques desi tanins _ _

La plupart des propriétés biologiques des tanins sont liées a lei;r-
pouvoir de former des complexes avec les macromoléculés, en.
particulier avec les protéines [77], Anti-diarrhéique, Cicatrisant, |

‘IIs ont un effet antiseptique (antibactér'ien et antifongique) [66].

I-2- Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux qui vant du jaune
au rouge et agissent comme anti-oxydants. |
- Le béta-caroténe ou provitamine A est associé en petites doses a une
diminution du risque de cancer du poumon.
- Les lycopénes aur@fnt une action anticancéreuse en diminuant le
risque de cancer dedprostate et se trouvent surtout dans les tomates
- La lutéine, d’entre tous les caroténoides, serait le pigment le plus
efficace contre le cancer du c()loﬁ et se trouve dans les| épinards, les

brocolis, les tomates, les oranges, les céréales et les ceufs [80].
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I-3- Mucilages :

| Particules donnant avec l'eau des mélanges colloidaux (se
trouvant en suspension dans un liquide) ; ce sont souvent des fnac'ro’
glucides gonflant avec l'eau. Ils se comportent comme adoucissant,

expectorant, cicatrisant [80]. ‘ﬂ’

I-4- Saponosides
1- Définition

Les saponosides sont des substances hétérosidiques existant
chez de nombreux végétaux : ils ont été trouvés dans plus de 80
familles [81].

2- Structure

Par - hydrolyse acide ou enzymatique les molécules de
saponosides peuvent étre scindées en leurs constituants.
a- Aglycones
Ils sont stéroidiques ou triterpéniques.
* Stéroidiques | |
Ce sont des corps a 27 atomes de C. [lls possédent le ’squelette '
du cholane, comme les stérols végétaux | ou animaux [82]. Leur

structure générale est la suivante :

* Triterpéniques

Ils. constituent la majorité des sapogénines des Dicotylédones.

Le noyau fondamental est pentacycliquecitons par exemple le f-

amyrine,
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Presque toutes les sapogénines triterpéniques sont du type f-

amyrine, qui possédent un OH en 3, d’autres OH pouvant étre fixés en

16,21,22 ...etc. Peuvent y figurer aussi divers substituants, par
exemple des COOH [82]. |

Structure de base B-amyrine

| b- Oses

On rencontre dans les saponosides les oses les plus divers :

" D - glucose, D - galactose, D - xylose, L - arabinose, L — fucose D -

quinovose y figurent aussi les acides D - glycuronique et D -

galacturonique. Les chaines sucrées, qui peuvent €tre simples ou

ramifiéessont généralement fixées sur OH en 3 ou COOH en 17 . L'ose

terminal est souvent un pentose [82].

c- Composants acides
Assez récemment, Pinkas et coll. ont isolé par hydrdlyse

alcaline des acides organiques estérifiant la génine par l'intermédiaire

de groupement OH ; acides formique(C,), acétique (Ca), butyrique(Ca),

isobutyrique (C4), isovalérianique (Cs), méthylbuthrique (Cs),
tiglique (Cs), férulique (Cio), ...etc. Dans 'les aglycones du type

B-amyrine Pestérification se fait le plus souvent en 16, 21, et 22 [82].

3- Propriétés physico-chimiques

Ils possedent un ensemble de propriétés physicochimiques :

* pouvoir aphrogéne (faculté de mousser fortement en solution

aqueuse apreés agitation),
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~* 1ls se présente,ht le plus souvent sous forme amorphe. lls sont
solubles dans Peau, les alcools dilués, Ils agissent sur la lumiére
polarisée. Leur point de fusion et toujours élevé, compris entre 200 et
300°. |
* Les saponosides donnent un certain nombre de réactions colorées,
non spécifiques, mais fort utilisées pour leur mise en évidence.
Signalons la réaction de Liebernann Burchardt.

* Les saponosides neutres précipitent pér le sous-acétate de plomb et
par ’eau de baryte [82].

- 4- Analyses

1)- Réactions colorées (voir partie expérimentale ).
2)- Analyse Quantitative : L’'analyse quantitative des saponosides
consiste dans la détermination principalement de l'indice de mousse

(voir partie expériméntale)

5- Propriétés pharmacologiques

Beaucoup de saponosides sont de puissants antifongiques

laction antifongique serait due au pouvoir complexant des

saponosides qui s’exercerait sur les stéroides de la membrane des
champignons. Présentent aussi d’autres activités : antisyphilitique ;
antirhumatismal ; dépuratif ; diurétique.

Les saponosides sont particuliérerrient toxiques. pour les
poissons et autres animaux aquatiques, ceci par simple contact.

La toxicité se montre faible par voie orale chez les mammiféres,
Plus marquée par voie parentérale, elle esﬁ'alors trés variable d’'un
hétéroside a lautre : la DLso chez le rat est de 0,68 mg/kg pour le
quillajoside et supérieure a 50 mg/kg pour ’hédérasaponosides C.

La « Saponine » du commerce est acthellement utilisée pmrla
préparation de savons liquides et de produits d’hygiene (pates,
dentifrices, shampoings, sels de bain, lofions capillaires) qui lui

doivent leurs propriétés détergentes et dégraissantes [82].
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Les recherches montrent que les saponosides- possédent des
propriétés antidiabétiques, surtout I’équipe de recherche HIKINO’S
qui a isolé la Fenugrekine dont son remarquable activite
hypoglycémiante a été mise en évidence [76].

o

Fenugrekine

I-5- Anthocyanosides
1- Définition

Le terme d’anthocyanes, initialement forgé pour désigner la

substance responsable de la coloration des fleurs en. bleuy Ces

pigments existent sous la forme d’hétérosides (les anthocyanosides) et
leurs génines (les anthocyanidols) [66 ].
2- Structures

Les anthocyanidols existent en milieu acide sous la forme

cationique. Ils sont toujours hydroxylés en position 3 et le plus

souvent penta (3, 5, 7, 3,4°) ou hexasubstitués,

R; =Ry =H ,Pélargonnidol.

L’hydroxyle en 3 est toujours lié & un sucre (trés souvent le
glucose) et les anthocyanosides les plus fréquents sont les 3-

monosides et les 3,5-diosides [66 ].
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3- Propriétés physico-chimiques

En milieu acide fort (pH< 3), la forme cationique colorée en
rouge est stable. En milieu acide faible (4< pH< 6}, le cation perd un,
puis deux protons, ce qui conduit 4 une anhydrobase neutre (-H) ou
ionisée (-2H), stabilisée par résonance pour donner des formes
quinonoides colorées en bleu. En outre, les anthocyanosides sont
solubles dans l’eau et les alcools, insolubles dans les solvants
organiques apolaires [66 ]
4- Action pharmacologique

Parmi les activités les pllis connues des anthocyanosides, on
peut citer :
- Traitement symptomatique des troubles lies & linsuffisance
veineuse et a la fragilité capillaire ;
- 1ls sont proposés en ophtalmologie en cas des troubles circulatoires
au niveau de la rétine.
- Comme beaucoup d’autres composés phénoliques, les pigments
anthocyaniques se comportent comme des piégeurs de radicaux
libres [66 ].

I-6- Huiles Essentielles
1-Définition
Mélanges complexes de substances odorantes contenues dans
les végétaux. Ils sont non miscibles 4 l'eau et trés volatiles (un simple
froissement de feuille peut suffire) [1].
3- Propriétés physico-chimiques
les huiles essentielles sont caractérisées par :
- Leur état liquide a la tempéljature ordinaire. -
- Leur volatilité a laquelle sont liés leur caractére odorant et la
possibilité de les obtenir par entrainement a la vapeur d’eau
- Leur densité est souvent inférieure a 1.
- Elles possédent un indice de rFfraction souvent élevé ¢t sont douées

de pouvoir rotatoire. |
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- Petite solubilité dans V'eau . Elles sont solubles| dans les alcools et
dans la plupart des solvants organiques.
. Elles sont trés altérables, sensibles a Poxydation et donc -de

conservation limitée.
- La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe,
On y trouve généralement de nombreux constituants qui
appartiennent a deux grands types chimiques :

% Les composés terpéniques ; | :

% Les composes aerat,iqUCs dérivés du phénylpropane [83].
4- Caractérisation et dosage -

On peut les mettre en évidence a laide des colorants lipophiles
comme le Soudan Il qui colore en rouge les gouttelettes d’essence.

Leur dosage consiste a les séparer par hydrodistillation et a
determmer les caractéristiques physico-chimiques. D’autre part,
Pidentification des principaux constituants se fait par les méthodes
chromatographiques ( C.C.M, C.P.G ) [84].

5- Propriétés pharmacologiques ' _

Les huiles essentielles sont souvent employées comme excipients
en pharmacie. Dans lindustrie, les huilés essentielles sont trés-
utilisées comme aromatisantes des aliments, elles sont utilisées aussi

en cosmétologie [85]. Elles ont un effet antxsepﬂquc (m1crob1c1de)[66 ]

I-7- Alcaloides
1- Définition

Classe de composés organiques actifs a caractére basique di ala
presence constante d'un atome d'azote, d’origine naturelle (le plus
souvent végétales). Dans les végétaux, les alcaloides existent sous la
forme de sels ou sous forme d’une combinaison avec les tanins[66].

On distingue trois classes d’alcaloides :

* Alcaloides vrais : ,
Ils existent & I’état de sels et sont biosynthétiquement formés a

partir des acides aminés,
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3- Caractérisation ‘

Les méthodes de détection consistent, dans le cas le plus
général, en une précipitation des alcaloides par des réactifs d’'une
assez grande spécificité tels | que le réactif de Mayer, le réactif de
Wagner et le réactif de Dragendorff. (Voir partie experlmentale) [66].
4- Extraction des alcaloides

Lextractlon et lisolation des alcaloides a partir de matériel
vcgetal peuvent étre obtenues par une trlple extraction liquide-liquide
[86] (voir annexe),

5- Révélation et identification des alcaloides
- Comme les alcaloides séparés sur une couche mince sont incolores,
ils ddivent’ étre- révélés, Cette révélation peut étre effectuée par
différents procédés, qui peuvent étre utilisés en séquence:
* fluorescence et - / ou phosphorescence: certaines substances
absorbent les rayons ultraviolets ded: 200 a4 350 nm et réémettent des
rayons de longueurs d’onde visibles ded: 350 4 700 nm [86];
* le piégeage de ﬂudrescenee : cette méthode nécessite un indicateur
fluorescent 1ncorpore dans la couche mmce (F254), qul 1ui procure -
une fluorescence Jaune—verte lorsqu’elle est soumise a des rayons
ultraviolets deA: 25{; nm. Certaines substances absorbent ces rayons '
(phénoméne de "qu?enching") et apparaissent sous forme de taches
sombres sur la couche mince [87);
* Formation de dérivés colorés par transformation chimique des
alcaloides a l'aide de réactifs sélectifs [88] citons par exemple :
e Le réactif de Draéendorff (Yoir annexe) ;
e Le réactif iodoplatinate (voir annexe) ;
¢ Le réactif de Marduis (voir annexe).
6- Action pharmac(‘)logique? .
Intcnse activité pharmacologlque dans des domames variés :
comme antidépresseurs (morphlne) ou stimulants (cafeme)

* Ilsw ont une activité antlchohncrglque (atropme) et ganglioplégique

(nlcotlne) ;
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lactone: ouverture et solubilisation en milieu alcalin, fermeture en
milieu acide. 1l est également possible, dans quelques cas, de recourir
4 la sublimation [66], |

‘8- Propriétés pharmacologiques

L’esculoside est présenté comme ~ veinotonique et

vasculoprotecteur. La coumarine, connue pour ses propriétés anti-
oedémateuses, a fait Lobjet d’_étud_es‘cliniques chez des _patiénts
atteints: de cancers avancés . : elle est immunostimulante et
développerait une activité cytotoxique [66]. Certainnescoumarines
présentent une activité hypoglycémiante, citons la coumarine et
scopoletine [76].

AN CHj s
@il )

¢ (0] H 9] O
coumarine scopoletine

1-9- Anthraquinones - Anthracénosides - Emodols
1.Définition .
Les anthraquinones appartiennent a4 . la famille des
anthracénosides. Ces derniers regroupent tous les Acompvosés
phénoliques, hétérosidiques, dérivés de lanthracéne de degré
d’oxydation variable. - ‘
De plus, les émodols sont des dérivés hydroxyanthracéniques

[89]. Quelques structures sont représentées ci dessous :

Anthraquinone } Glucofranguloside - A -
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| 2- Propriétés physico-chimiques

Les anthraquinones sont des composés colorés en orangé rouge,
trés peu solubles dans leau froide (sauf en milieu alcalin), soluble
dans les solvants organiques et les alcools [89].
3- Caractérisation

La caractérisation de ces dérivés hydroxyanthracéniques met a
profit la réaction de Borntriger qui n’est positive qu’avec les formes
oxydées libres [66]. ET par le biais de lacétate de magnésium en}}
milieu méthanolique. La coloration rouge obtenue est plus intense et
plus stable a la lumiére que celle qui résulte de la simple réaction avec
KOH.

II- POURQUOI LES PLANTES FABRIQUENT-ELLES DES
METABOLITES SECONDAIRES ?

Depuis toujouré les plantes ont constitué la source majeure de
médicaments grace a la richesse de ce qu'on appelle le métabolisme
secondaire. Celui-ci produit des molécules variées permettant aux
plantes de contréler leur environnement animal et végétal et de
survivre et se reproduire. |

Parmi les milliers| de molécules produites par ce métabolisme,
I'homme sélectionne celles qui lui permettent de se défendre contre les
agressions d'autres orlanismes vivants pathogénes (champignons,

bactéries, virus...) et de corriger ses troubles métaboliques.

'III- MECANISME D’ACTION DES PLANTES
Nous ne connaissons pas encore les mécanismes par lésquels
agissent ces phytoprotecteurs et il est nécessaire de les étudier plus a
fond afin de pouvoir identifier les bénéfices, les possibles effets
collatéraux et comprendre comment ils agissent sur des pathologies
aussi importantes comme le cancer et les maladies cardio-vasculaires.
Il existe une relation évidente entre une grande consommation

de plantes et une diminution du risque de souffrir certains types de
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...................................................................................................

cancer griace au contenu en phytonutriments de ces végétaux. Mais
les connaissances actuelles, ne nous permettent pas de conseiller la
consommation d'un ou de plusieurs phytoprotecteurs en particulier .
Cependant, ce que nous pouvons recommander est une grande
consommation de fruits et 1égumes d’au moins 5 rations par jour afin
de pouvoir recevoir de notre alimentation une quantité suffisante de
ces substances.

Il est _égal,ement important de savoir qu’il est préférable de les
consommer & travers -une alimentation vari€e qu'en forme de
comprimés ; en effet, les phytoprotecteurs agissent en synergie entre
eux en augmentant leur efficacité. Lorsque l’'on cherche a identifier les
principes actifs des plantes, on se heurte a de grandesdifficultés car
en fractionnant lextrait, on perd une partie de lactivité
pharmacol_ogique. Nous nous sommes donc confrontés a une
nouvelle pharmacologie qui aura des difficultés pour mettre en

évidence les mécanismes d’action des principes actifs [1].
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CHAPITRE II
- ETUDE BOTANIQUE DU

BERBERIS VULGARIS [,
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A] ETUDE BOTANIQUE

Plante : EPINE VINETTE
Origine : Europe
Nom commun : Epine vinette, vinettier
Nom Latin : Berberis vulgaris L.
Nom vernaculaire Arabe ' Ghriss'
Famille : Berberidacées ‘ L
‘Catégorie : arbuste
Feuillage : pers1stant
Floraison : printemps
Couleur : jaune
Croissance : rapide
Hauteur :1-3 m
Plantation : printemps
multiplication : semis, bouture a talon en été
Sol ; tous, drainé emplacement @ soleil, mi-ombre .
N.B : piquant.
| |
* Noms vulgaires : La - Jénomination selon plusieurs langues.
En Francais : Epine vinette , vinettier
En Allemand : Sauerdorn, Beerdorn, Wiilscherling
En Flamand : Sauseboom
En Italien : Berbero, crespino

En Anglais : Barberry, Pipperidge

1- Berbendacees . cette famille renferme des plantes dont l'aspect peut
étre trés Varle mais on reconnait les berberldees principalement a leurs
étamines opposees aux pétales et dont les anthéres s’ouvrent par deux
petites Valve}és . ces étamines sont au nombre de 4 ou 6, et s’attachent
direCtement{sur le réceptacle dela ﬂeur. Le pistil, libre d’adhérence avec
les autres parties de la fleur, n’est pas divisé éxtérieurement en plusieurs

parties et n’est pas divisé intérieurement en loges. Les fleurs sont
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réguliéres ; les sépales et les pétales sont libres entre eux et tombent
facilement ; les graines ont un albumen charnu. Les Berbéridées ont les
fleurs en grappes et les feuilles non opposées; ce sont des plantes
vivaces. ‘

La plupart des berbéridées contiennent un alcaloide appelé
berbérine. Les Berbéridées comprennent environ 135 espéces qui‘
habitent les partiés extra tropicales de ’hémisphére nord et parfois les
parties tempérées des montagnes dans les régions tropicales [90].

2- BERBERIS : ( du mot gréc (berbéri), coquille; forme concave des
pétales ) | o
En allemand : Berberitze
En Flamand : Berberisse
En Itaiiekn : Berberide
En Anglais : Barberry

Ce genre est caractérisé par sa corolle a 6| pétales jaune, par ses

étamines au nombre de 6, mais accompagnégsde deux a trois bractées

trés courtggportant un stigmate un peu étalé en plateau. Le fruit est

¢harnu. Ce sont des arbrisseaux dont les rameaux principaux ont des
feuilles transformées en épines.

On a décrit environ 80 espéces de ce genre, habitant l’Euro'pe,kﬁ'
’Asie, plus rarement le nord de 'Amérique et la Cordillére des Andes

[90].

I- DESCRIPTION BOTANIQUE

Le Berberis vulgaris L. (Berbéris vulgaire) est un arbrisseau
épineux, au feuillage clair, d’environ 1 a 2 meétres de hauteur, qu’'on
peut trouver dans presque toute les régions, surtout sur les terrains
calcaires. Il {épanouit en mai et juin ses fleurs jaunes en petites
grappes penchées ou pendantes ; il mdrit en septembre et octobre ses
fruits rouges oblongs, sans noyau. Cet arbrisseau est remarquable
par ses feuilles alternes qui, sur les rameaux allongés, sont
ordinairement transformées en épine$a une ou trois pointes, parfois

plus, tandis que sur les rameaux courts qui croissent a laisselle de
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ces feuilles épineuses, les feuilles sont aplaties, ovale, d’un vert clair,
rétrécies en un court pétiole, bordées de fines dents aigués qui se
terminent chacune comme par une petite soie raide, Dans les tres
jeuneg arbustes, les feuilles des rameaux allongés, au lieu d’étre
transformées en épine, sont a I’état de feuilles ordinaires. Il en est de
méme si on fait développer les branches dans l’air humide ;
inversement, croissant dans lair trés sec, les feuilles deviennent
plus épineuses, La fleur est remarquable par des étamines douées
d’une sensibilité particuliére ; lorsque les étamines sont étalées, il
suffit d’exciter légérement, avec une épingle par exemple, la région
du filet dite «région sensible » pour voir I'étamine se redresser en
s’appliquant sur le stigmate. Lorsque Parbrisseau a moins de 25 ans,
son bois est de couleur jaune citron, puis il passe plus tard a une

couleur verdatre [90].

SURTORN, DERIZRIN VULIEARIS L.

Schéma 4 : Berberis Vulgaris L.
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II- USAGES ET PROPRIETES

Les fruits, confits dans du vinaigre, peuvent étre employés en
guise de capres. Cet arbrisseau est cultivé dans les jardins et utilisé
aussi pour former des haies ; mais on s’abstient de le propager, car
on a reconnu que c’est sur ses feuilles que le champignon (Puccinia
graminis ) qui produit la rouille du Bl¢ parcourt Pune des phases de
son développement. On cultive aussi comme ornementales des formes
a feuilles pourpres, ou encore des variétés a fruits jaunes, violets,
pourprés, noirs ou blancs, -

Les fleurs sont trés visitées par les abeilles qui récoltent le
liquide sucré se produisant par les nectaires, lesquels sont groupés
par deux a la base de chaque étamine, On extrait de la plante une
matiére colorante jaune. La racine est amére et fébrifuge ; la partie
interne ‘, de 1’écorce est pu_rga‘tive; ces fruits contiennent 6,62 %
d’acides malique et 3,57 % de sucres. Les feuilles renferment de
I’acide oxalique. [90]. ‘ |

Traditionnellement cette rl)lante traite un grand nombre de
éondit_ions, en particulier d’infei:tion et de problémes d'estomac [91],
[92].

I1-1- Effets secondaires ou interactions

La Berberine isolée du Berberi_s vulgaris est peut causer des
problémes de foie et d'estofnaé chez les enfants [93]. D'autres
symptémes de prise excessive de berberine incluent la léthargie, le
saignement du nez, lirritation de la peau et de 'ceil, et l'irritation des
reins [94].

III- DISTRIBUTION

Cette plante préfére les terrains calcaires, ou.€lkest parfois trés
abondantg et prend alors une certaine importance au point de vue de
la géographie botanique; peut s’élever jusqua 1,9. - m dans les
montagnes. Elle se trouve en France, Suisse, Belgique et presque dans

toute I’'Europe [90].,
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En Algérie, elle est fréquente dans les hautes montagnes, au-dessus
de 1500 m & Djurdjura - Babors, Atlas de Blida, Aurées, montagnes
du Hodna et I’Atlas Saharien [95].

IV- ESPECES SIMILAIRES

Il existe des espéces similaires a notre plante, d’ou la
morphologie de ces derniéres est regroupée dans le tableau
ci-dessous.

Tableau 8 : Comparaison de la morphologié des trois espéces similaires du

Berberis L. [96].

Berb.eris ottawensis
R Berheris thunbergli | g pneid, (hybride de Berberis
Caractére b.c B, thunbergii et vulgaris L.
(Berberis Japonaise) " B.vulearis) e
: .vulgaris)
Epines de 1 (peut avoir . -
Branche jusqu’a 3) vare 3 (peut étre 1)
Inflorescence* Grappe | Grappe Grappe
Marge de Entier Trés souvent entier Dentelé
feuille |
consistance Séche Séche Juteux
de Baie

* Le schéma ci-dessous nous donne un dessin comparatlf de
Iinflorescence des trois espéces.

Berberis vuigaris

Berberis thuhbergii

Berberis ottawensis

Schéma 5 : Comparaison de l’inﬂlﬁorescence des trois espéces [97].
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B] ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Selon les travaux effectués sur le Berberis vulgaris L. beaucoup
de composés chimiques ont été isolés et testés. Le tableau ci-dessous

résume les principaux constituants isolés de la plante en question.

Tableau 9 : Quelques compo%és chimiques isolés du Berberis vulgaris L.

1
et leurs activités biologique [98].

Composés Partie Activité
chimiques étudiée
Aluminium Racine | |Pesticide [99].
Acide ascorbique Racine Analgésique, antiagrégant, antidiabétique,
‘ Immunostimulant [100].
BERBAMINE Plante Analgésique [100], hypotensive [101].
| Antibactérienne [102].

BERBERINE Plante Antibiotique, antipneumonique, Fongicide
[103] Hypoglycémiant, Hypotensive[100],

B- caroténe Racine Antioxydant [103], Antistress [104]

: Anticancéreux [105].

Acide caféique Plante Antibactérienne[103],
Anti-inflammatoire [106]

Chrome Racine |Antidiabétique [106], Hypotensive [107]
Hypoglycémiant [107].

Fibre Racine Antidiabétique [100]

Fer Racine Antihémorragique [103]

Magnésium Racine Antidépresseur [104], Antihypoglycémiant
[104], Hypotensive [107], Anti-
inflammatoire [108].

Quercitine Plante Antidiabétique[100] ,Antihypertensive [109]

Tannin Plante Antidiarrhéique [100], Antidysentrique [100]

Zinc Racine Antidiabétique [107], Antirhumatismal [104]

* Berberine (Alcaloides)

- un composant trés actif,

- Berberine

et ses analogues (tels que l'oxyacanthine) sont

antibactérien [110]. L

- Empéche la fixation des bactéries aux cellules humaines, donc
empéchent linfection [111]. Ce composé traite la diarfhée provoquée
par des bactéries, telles que E.coli [112].

- Stimule également quelques cellules du systeme immunitaire pour

mieux fonctionner [113].
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* Berbamine (Alcaloides)

_ Est un autre alcaloide isolé du Berberis. 11 peut aider a réduire
linflammation [114].

- Estun antloxydant [115].

* ] existent divers composants chimiques dans la plante citant :
Dans V’écorce : berbérine, oxycanthine, résine, tannin, huile essentielle.
Dans les feuilles : berbermc, acide citrique et malique.

Dans les fruits . dextrose, 1évulose, pectose, acide citrique, malique et

tartrique, gomme, pectine [1 16].

# Vu Jeurs importance dans 1e traitement du diabéte, une série de

composés| ont €té isolés de la plante studiée. Le tableau suivant

regro@pe les plus importants:

Tableau 10 : Quelques composés isolés du Berberis vulgaris a activité

antidiabétique [117].
Composés Dose : Test ]
Rats Hommes
Epicatechine . 30 mg/kg * - ‘
Diphénylamine 10 mg/kg
Magnésium 400-800 mg/jour ' L
. | Fer ‘ 2-4 mg/jour
| Chrome 200-1,000 ug _
PECTINE - 10 gljour ¥
| ZINC 30 mg/jour
MANGANESE : 10-30 mg/jour _ *
VANADIUM 25-100 ugljour ... .
Quercitine - ek ST \
Acide ascorbique o ye TN
- ' {?,://:/\ \ /\'\'\
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I- Caractérisation des produits

I-1- Chromatographie sur couche mince (CCM)

Ce type de cghromatographié est effectuée sur feuilles d’aluminium
recouvertes de gel de silice 60 Fas4 €t prétes a Pemploi (Merck, épaisseur de
la couche : O,25mfn). Les solvants utilisés sont indiqués dans la partie
expérimentale et lés produits sont visualisés a 1'U.V et/ou révélés aux
vapeurs d’iode. 3
I-2- Chromatographie sur colonne (CC)

Les extraits s;ont séparés sur colonne de gel de silice Merck, 60 Fasq de
granulométrie 0,0613~O,2mm. Les dimensions des colonnes utilisées ainsi
que le choix des éluants dépendent des caractéristiques des composés a
séparer. ‘

1-3- Mesure des points de fusion

Les points de fusi@ns sont déterminés a l’aide d'un banc Kofler et dun
Metler |

I-4- Spectroscopie ihfrarouge (IR)

L’appareil que nous avons utilisé est un spectrographe PYE UNICAM SP3-
200 (a4 réseau,; {lOOO -600 cm-1). Les produits liquides sont plac és sous forme

_de film entre deux lames de NaCl.

I-5- Spectrosqop*e RMN

Les spectres RMNIH ont été enregistrés sur un appareil :
* BRUCKER AC a 200 MHz.

Les spectres RW13C ont été enregistrés sur BRUCKER AC a 260 MHz. Le solvant
utilisé est le chlofirofoﬁme deutéré et les références internes utilisées sont le TMS et le
HMDS. Les abiréviajttions utilisées dans la description des spectres sont les
suivantes :s : singﬁletj t : triplet; m : multiplet; ma: massif.

I-6- Absorption aj:omique :

Appareil : Aanalyst 300 PerkinElmer

Lampe: cathodique HCl

Zn : A=213,9 nm ; Cu : A=324,8 nm ; Fe: A=248,8 nm

I-7- Photométrie a flamme :

Appareil “JEWAY™.
| 10 m mol/K

Etalon dilué au 1/200
180 m mol/Na
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II- Réacﬁfs de caractérisation
II-1- Alcaio'ides
* Réactif de Mayer .

Dissoudre 1,358 g de chlz dans 60 ml d’eau . Dissoudre 5 g
de KI dans 10 ml d’eau. Mélanger les deux solutions puis ajuster le
volume total & 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un
trouble plus un précipité blanc.

* Réactif de Wagner :

Dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g de I2 dans 75 ml d’eau. Ajuster le
volume total 4 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif
un précipité brun.

* Réactif de Dragendorff:

Dans une fiole jaugée de 1 L, introduire successivement 20,80 g
de bismuth finement pulvérisé, 38,10 g d’iode, 200 g d’iodure de
potassium anhydre et 600 ml d’eau. Agiter pendant 30 mn, lorsque
tout le bismuth est dissous, compléter le volume| d’un litre avec de
leau distillée. Mélanéer et filtrer. Ce réactif donné avec les alcaloides
un précipité rouge or%cmgé.
I1-2- Stéroides et héitérosides stéroidiques et triterpéniques
* Réaction de Lieberﬁtann Burchardt :

Mélanger S5 ml de solution a tester avec| 5 ml d’ahhydride
acétique et quelque§ gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter et
laisser la solution reposer 30 mn a 21°C. Les sténoides donnent avec
cette réaction une coloration violacée fugace virant au vert, D’autre
part, cette réaction donne avec les hétérosides stéroidiques et
tritérpéniques respectivement des colorations vert-pleu et vert-violet.
I1-3- Saponosides |
* Indice de mousse :

~ Dans une série de 10 tubes a essai de 16 ¢m de haut et de 16

mm de diamétre on verse successivement 1, 2, 3, ..... ,10 ml d’une
solution de saponosides de titre connu ou d'un décocté a 1% préparé
par ébullition modérée des écorces pendant 30 minutes. Ajuster le

volume de liquide & 19 ml avec de leau distillée et agiter dans.le sens

i
T
i
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de lé longueur du tube pendant 15 secondes. Laisser reposer 15
minutes avant de mesurer la hauteur de la mousse. Si elle est
inférieure & lcm dans tous les tubes, lindice est inférieur a 100. Si
elle est de 1cm dans 'un des tubes, la dilution du saponosides ou de
la drogue exprirhe lindice de mousse.

* Réaction de Tschugajew :

Un fragment de chlorure de zinc donne en présence d'une
solution chloroformique de saponosides mélangée a un excés de
chlorure d’acétyle, a chaud, une coloration rouge de fluorescence
jaune verdatre. |
* Réaction de Noller, Smith, Harris et Walker :

Les saponosides donnént une coloration rouge avec le chlorure
de thionyle en présence de chlorure stannique.

* Réaction de Hirschsohn :

Avéc I’'acide trichloroacétique, a chaud, la coloration varie du
' jaune au rouge.

I1-4- Anthraqﬁinones, anthracénosides et émodols

* Réaction de Borntrdger :

En milieu alcalin aqueux ces composés donnent a la solution -

une teinte vive variant, selon la structure et les substituants de la
quinone, de l’oi'angée rouge au violet pourpre plus ou moins violacée.
II-5- Composés réducteurs
* Liqueur de Fehling :

La liqueur de Fehling est un mélange de deux solutions:
- Fehling A: dissoudre 5 g de CUS04.5H20 dans 50 ml d’eau distillée.
- Fehling B: dissoudre 6,5 g de NaOH, 17,3 g de tartrate de sodium et
potassium dans 35 ml d’eau distillée puis compléter le volume a
S0ml.
Les composés réducteurs donnent avec le réactif de Fehling un

précipité rouge brique.
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* Réaction de Ke’ller-Kiliani :
L’addition de 5 ml d’aci
traces de sels ferriques a une

dans l'acide acétique concentré

de sulfurique concentré contenant des
solution de volume 5 ml d’hétérosides

contenant également des sels ferriques

conduit a la formation d’un anneau brun-rouge. La solution acétique

se colore lentement en bleu-vert.

I1-6- Amidon
* Réactif d’amidon :

Dissoudre 1,2 g. d’iode
2,5 g d’iodure de potassium. (
500 ml. Chauffer 5 ml de l¢
solution de NaCl saturée da
Ajouter le réactif d’amidon. Ut
d’une coloration bleu-violacée.
II-7- Ergolines

* Réaction de Van Urk :

dans 50 ml d’eau distillée contenant
Chauffer pendant 5 mn. Diluer jusqu'a
y solution a tester avec 10 ml d'une
ns un bain-marie jusqu’a ébullition.

1 test positif est révélé par 'apparition

L’addition du p-diméthylaminobenzaldéhyde en milieu acide a la

solution d’ergolines donne une

coloration bleu .
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III- Examen phytochimique
Le but essentiel de I'examen phytochimique est la détection des

classes de composés existants dans la plante étudiée. Ceci constltue
la premiére étape dans la recherche des molécules a act1v1tes |
thérapéutiques. |
Les tests physicochimiques sont basés sur:

- Essais de solubilité, notamment dans leau, l’éthanol et léther
diéthylique.

_ Réactions de coloration et de précipitation aisément réalisables dans
des tubes a essai.

- Examen en lumiére ultraviolette.

III-1- Produit végétal épuisé avec P’éthanol

Dans un ballon mohocol, surmonteé d’un réfrigérant, mettre 35 g

de matériel végétal pulvérisé en présence de 150 ml d’éthanol. Pofter a
reflux pendant 1h.Filtrer le mélange, ensuite soumettre lextrait
éthanolique au tests suivants: |

. Alcaloi'des sels:

Deux essais ont été réalisés:

* Evaporer 25 ml de l'extrait éthanolique a sec. Ajouter 5ml d’HCl ON
au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange puis
“diviser le filtrat en deux parties égales. Traiter la premiére avec
quelques gouttes du réaétif de Mayer et la seconde avec le réactif de
Wagner. |

Observation : Présence de turbidité ou précipitation.

(+) est enregistré si le réactif produit une légére opacité;

(++) est enregistré si le réactif produit une.» turbidité et non une
’ fldculation;
(+++) est enregistré si le réactif produit une floculation ou un précipité
lourd. _
- * Evaporer 20 ml de la solution éthanolique. Ajouter 5ml d’HCl 10%
 au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et le
basifier avec quelques gouttes d'une solution de NH40H 10% jusqu'a

pH 9. Extraire la solution avec l’éther diéthylique ensuite concentrer a
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sec. Dissoudre le résidu dans du HCl 2%. Caractériser les alcaloides '
‘avec le réactif de Mayer. Un test positif est révélé par 'apparition d'un

précipité blanc jaunatre.

¢ Flavonoides: |

Traiter Sml d’extrait %ﬂcoolique avec quelques goﬁftes d’HC1
concentré et 0,5g de touniaures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évihence si une couleur rose ou rouge se
développe dans l'espace de 3mn.
¢ Stérols et stéroides :
Deux essais ont été effectués:
ler essai :

Evaporer 10ml d’extrait alcoolique. Traiter le résidu obtenu avec
10 ml de chloroforme anhydre puis filtrer. Mélanger 5ml de la solution
chloroformique avec 5ml d’anhydride acétique. Ajouter quelques
gouttes d’acide sulfuriqué concentré. Agiter puis laisser reposer. Un
test positif est révélé par ’apparition d’une coloraﬁon violacée fugace
virant au vert(maximum d’intensité en 30 mn a 2 1°C). |
2¢éme essai :

Evaporer lextrait alcoolique correspondant a 10 ml puis
dissoudre le résidu obtenu dans 0,5 ml d’anhydride acétique et 0,5 rhl
de chloroforme. Traiter le filtrat avec la réactif de Liebermann
Burchardt. Une coloration bleue-verte apparait indique la présence

des hétérosides stéroidiques.

¢ Tanins :
Trois essais ont été réalisés :
ler essai :

Evaporer & sec 25 ml d’extrait éthanolique. Dissoudre le résidu
avec 10 ml d’une solution chaude de NaCl & 0,9%. Filtrer et diviser le
filtrat en deux parties. Traiter la premiére avec quelques gouttes de
solution de FeCls (2 %) et prendre la deuxiéme comme témoin. Un

test positif est confirmé par 'apparition d’une coloration bleu, bleu -
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noir, verte ou bleu-verte selon que les tanins sont cathéchiques,'
galliques ou éllagiques . Ces colorations sont accompagﬁées de
précipités.

2¢éme essai :

A 1 ml de solution alcoolique, ajoufer 2 ml d’eau et 2 a4 3 gouttes
de solution de FeCls diluée. Un test positif est révélé par 'apparition
d’une coloration bleu - noir et un précipiteé.
3éme essai : | | |

Mettre dahs un ballon bicol surmonté dun réfrigérant et d'une
ampoule a addition, 5 g de KNO2 et ajouter, goutte a goutte a
T = 0°C, 15ml d’HCl concentré. Barboter du HNO2 résultant dans la
solution & tester (milieu acétique). Les tanins éllagiques donnent un
test positif qui est révélé par ’'apparition d’'une coloration rose qui vire

au pourpre et enfin au bleu.

¢ Composés réducteurs :
Deux essais ont été faits:

Ier essai :

Traiter 1 ml de lextrait éthanolique avec le réactif de Keller- -
Kiliani. Un test positif est révélé par la formation d’'un anneau brun-
rouge et la solution acétique|se colore lentement en bleu-vert. |
2éme essai : |
Traiter 1 ml de l'extrait éthanolique avec 2 ml d’eau distillée et
20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est
révélé par la formation d’un récipité rouge-brique.
- Concernant les tests de caractérisation des anthracé‘nosides,‘
coumarines et anthocyanosides nous avons procédés aux étapes
suivantes:
~ En premier lieu, prendre 25 ml de l’extrait éthanolique en
présence de 15 ml de HCl 10%, porter a reflux pendant 30 mn.

Refroidir la solution et l’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther. Traiter les

|

deux phases séparément.
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¢ Anthracénosides :
- Traiter 8 ml de la solution extractive éthérée par le réactif de

Borntrager. un test positif est révélé par Papparition d’une teinte vive

variant de I'orangé-rouge au violet-pourpre.

¢ Coumarines:

Deux essais ont été faits:

Ier essai : | _

Evaporer 5 ml de la ‘solution extractive éthérée. Dissoudre le
résidu dans 1 & 2 ml d’eau chaude. Diviser le volume en deux parties.
Prendre le demi volume comme témoin et ajouter a 'autre volume 0,5
ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et les
examinées sous la lumiére U.V . Une fluorescence intense indique la
présence des coumarines. |
2éme essai :

Placer 1 g d’6chantillon de la plante humide dans un tube a
essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé d’une solution de NaOH,
et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes. Procéder
dé la méme maniére que - a - pour confirmer ou infirmer la présence
des coumarines.
¢ Anthocyanosides :

Doser la solution aqueuse acide avec du NaOH. S’il‘y a un
| virage de couleur a pH différent ceéi indique la présence des
anthocyanosides. |
- pH< 3 la solution prend une coloration rouge.

- 4 <pH< 6 la solution prend une coloration bleu.
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III-2- Produit végétal épuisé avec de I’eau a chaud

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, mettre 35 g d’écorces
broyées en présence de 100 ml d’eau. Porter 'ensemble a reflux
pendant 1lh. Filtrer le mélahge et soumettre l’extrait aqueux aux
différents tests.
4 Amidon : _

Traiter 2 ml de solution avec le réactif d’amidon. L’apparition
d’une coloration bleu violacée indique la pfésence d’amidon.
¢ Polyuronides :

Ajouter a 2 ml de la solution aqueuse, 10 ml d’éthanol et4asd
gouttes d’hématoxiline. L’obtention d’un précipité violet note la
présence des Polyuronides.
¢ Composés réducteurs :

Ajouter a 1 ml de solution 5 4 8 gouttes de liqueur de Fehling,
chauffer la solution. Un précipité rouge brique marque la présence des
hydrates de carbones.
¢ Saponosides :

Déux essais ont été effectués:
1ér essai :

Ajouter a 1 ml de la solution aqueuse un peu d’eau et ensuite
agiter dune maniére forte. Une écume persistante confirme la

présence des Saponosides. | '
2¢éme essai :

Traiter I’échantillon de la plante avec ’eau bouillante. Refroidir
puis agiter vigoureusement l’extrait obtenu jusqu'a la formation d’'une
mousse puis abandonner le mélange pendant 20 mn et classifier la
teneur en Saponosides:

- Pas de mousse = Test négatif
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test trés positif
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| ¢ Les tanins : ,

Traiter 1 ml de la solution avec 1 ml d’eau et 1 4 2 gouttes de
solution diluée de FeCla. L’appai‘ition d’une coloration verte foncée ou
_bleu verte indique la présence des tanins. '

. Alca101des sels : |

D’autre part prendre 25 ml de Pextrait aqueux plus 15 ml de
HCl (10%), porter lensemble a reflux pendant 30 mn, refroidir le
mélange et V'extraire 3 fois avec de I’éther. Décanter et effectuer les
tests sur les deux phases: |
¢ Anthraquinones :

Bouillir 1 g d’échantillon de la plante pendant quelques minutes
en présence de 10 ml de KOH 0,5 N auxquelles est ajouter 1 ml de
H202 diluée a 5 %. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat

avec lacide acétique. Extraire la solutiori acide obtenue avec 10 ml de
benzéne. Aglter Vextrait benzemque en presence de 5 ml de NH4OH.
Une réaction positive est révélée par la formation d’'une couleur rouge
au niveau de la couche alcaline.
¢ Ergolines :
Traiter 5 ml de la solution aqueuse avec la réaction de Van-Urk .

. Un test positif est révélé par apparition d’une coloration bleu.

[II-3- Produit végétal épuisé avec I'éther diéthylique

Dans un ballon, surmonté dun réfrigérant a reflux, mettre 35¢g
de feuilles pulvérisées en présence de 150 ml d’éther diéthylique.
Porter I'ensemble & un léger chauffage pendant 1h. Filtrer le mélange
et le soumettre aux différents tests. |
¢ Huiles Volatiles: |

Evaporer 20 ml de solution, le résidu ainsi obtenu est dissout
dans 1’éthanol. La solution éthanolique'obtenue est ensuite concentrée
asec. Un test.positif est révélé par l'obtention d’'un résidu aroéme.
Concernant le résidu gras, ce dernier est saponifié, a la fin de la

réaction ajouter un peu deau et extraire la solution avec léther

diéthylique.
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¢ Acides gras :

Acidifier la solution aqueuse alcaline, puis l'extraire avec 'éther
diéthylique.. La solution éthérée est ensuite concentrée a sec. Un test
positif est révélé par 1’obtentioh d’un résidu gras.
¢ Stérols et Stéroides : _

Concentrer la solution éthérée insaponifiable a sec. Traiter le
résidu obtenu avec la réaction de Liebermann Burchardt, Un test
positif est révélé pé\r l’apparition d’uné coloration verte-violette ou
verte-bleu.

¢ Alcaloides bases :

Evaporer 10 ml de solution éthérée, dissoudre le résidu obtenu -

dans 1,5 ml de HCI 2%. Ajouter a la solution aqueuse alcaline 1 a 2
gouttes du réactif de Mayer. la formation d'un précipité blanc
- jaunatre indique la présence des alcaloides bases.
¢ Emodols :
Evaporer 3 ml de lextrait éthérée. Dissoudre le résidu dans 1 ml
de NH4OH. Ensuite traiter la solution avec la réaétion de Borntrager.
Un test positif est révélé par l'apparition dune teinte vive variant de

l’'orangé rouge au violet pourpre.
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IV- Extractions sélectives
Iv-1- Dégraissage du matériel _vég_étal
* Extraction en continue : _ |

Avec lutilisation de lapparell de soxhlet extraire 100 g
d’écorccs broyées en présence d’éther de pétrole tout en chauffant
pendant 2h. Ensuite évaporer le solvant. Le résidu obtenu sous forme
d’un résidu gras représente la matiére grasse. |

* Extraction discontinue :

| Dans un ballon de 500 ml surmonté dun réfrigérant a reflux,
meitre 100g d’écorces broyées en présence de 150 ml d’éther de
pétrole. Porter Pensemble a reflux pendant 2h. Filtrer le marc. Ensuite
évaporer le solvant. Le résidu obtenu. sous forme dun résidu gras

représente la matiére grasse

IV-2- Séparation des acldes gras

Dans un ballon de 250 ml surmonté dun refrlgerant a reflux,
mettre 3 41g du résidu gras obtenu apres dégraissage du matériel
vegetal 15 ml d’éthanol, 15 ml d’eau et 3 g de hydroxyde de sodiﬁm

pastﬂles Porter 'ensemble a reflux pendant 45 mn. Evaporer
l’ethanol ensuite traiter la solution avec 15 ml d’éther diéthylique.

Décanter et acidifier la phase aqueuse avec HC1 concentré. Extraire

~ cette derniére avec 20 m_lfd’éther diéthylique. Evaporer. Un résidu

d’acides gras est obtenu.

IV-3- Estenficatlon des acides gras

Dans un ballon de 250 ml surmonté dun réfrigérant a reflux,
mettre 3g d’acides gras en présence de 05 ml de méthanol. Ajouter
goutte a goutte a l'aide d'une ampoule a addition 1 ml d’acide
sulfur1que concentré. Porter Pensemble a reflux pendant 2h. Faire
écouler le mélange dans une ampoule a décanter contenant 50 ml
d’eau glacee Extraire la phase aqueuse avec du chloroforme. Décanter
et secher la phase organique sur CaSO4 anhydre. Enfin évaporer le

solvant. Un résidu d’esters méthyliques est obtenu.
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IV-4- Extraction des alcaloides
Deux méthodes sont utilis€ées pour l’extraction des alcaloides en

milieu acide :

Méthode 1

Dans un ballon bicol de 500 ml surmonté dun réfrigérant,
mettre 90g d’écorces degralssees en présence de 250 ml de HC1(2%) et
110 ml de P’acétate dethyle Porter l’ensemble a maceratlon a
température ambiante pendant 10h. Filtrer le mélange et basifier la
phase aqueuse acide avec du NH4OH. La phase aqueuse basique est
ensuite extraite plusieurs f01s avec lacétate d’éthyle. L'opération est
repetee autant de fois Jusqu}a ce que la phase aqueuse ne contienne
plus dalca101des (ce qu1 peut se vérifier aisément par la négativité de
la réaction de Mayer effectuée sur la phase aqueuse).
Le solvant organique contenant les alcaloides est décanté, débarrassé
des traces d’eau qu’il peut renfermer par déshydratation sur (MgSO4).

Evaporer le solvant. Il reste alors un résidu sec des alcaloides totaux

[118].

Méthode 2 :

Dans un ballon de 500 ml mettre 100g d’écorces dégraissées en
présence de 11 de méthanol, porter 1’ensemble a4 macération a
temp raturf: ambiante pendant 10h Filtrer le mélange et évaporer la
phase organique, le résidu obtenu est traité avec HCI (5%, 500 ml
).Filtrer la olution limpide obtenue et laisser a température ambiante
‘pendant une nuit. Filtrer le précipité obtenu (fr.A). La solution acide est |

concentré pour donné la fr.B. La solution acide est basifiée (pH 8-9)

extrage avec du CHaCla (3%50 ml ).Lextrait organique est séché puis
avec du NH4OH (cc). Extraire avec du CHCIl;s (8x200 ml).Evaporer le
solvant pOJj r donner la Fr, C La solution aqueuse est ajustée a pH 3-4

avec du HCI (cc), ajouter le reactlf de Mayer, filtrer le précipité obtenu

et le rincer avec de l’eau froide. Mettre le précipité dans une

suspension CHsOH/H20, ajouter de 'amberlite (IRA400, cl).
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La résine est ensuite filtrée et la solution est concentrée pour donné la

| Fraction D.
IV- 5- Extraction des saponoéi_des

Dans un ballon de 500 ml surmonté d’un refr1gerant a reflux,
mettre 105g d’écorces broyees et degralssecs en présence de 280 ml
d’eau distillée et 120 ml dethanol 96%. Porter I'ensemble a reflux
pendant 8h. Filtrer le marc et extraire le f1ltrat avec 4x50 ml de n-
butanol. Evaporer I’éthanol qt I'eau. Concentrer la phase organique et

précipiter les saponosides pari ajout de 15 ml d’éther diéthylique.
IV- 6- Extraction des Tannirgns

Dans un ballon de 50(§) ml surmonté 'd’un réfrigérant a reflux,
mettre 100 g d’écorces broyees et degralssees en présence de 250 ml
d’eau distillée et 160 ml d’ acetone Porter Pensemble &4 une macération
pendant 4 jours. . Filtrer et gpres élimination de l'acétone, extraire la
solution deux fois avec 50 ml de dichlorométhane afin d’é¢liminer les -
pigments et les lipides. Décénter et extraire la phase aqueuse quatre
fois avec 50 ml d’acétate dethyle Secher la phase organique sur

‘NazS04 ensuite evaporer le solvant a sec.
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[ _k=| -I- Tests biologiques

o “[-I- Matériels

C\i -I-1- Animaux

| =
[ * i . (X K] rd . -~

J L R\ A Dans ce travail, nous avons utilisé des rats blancs albinos males

e Na

et femelles de type Wistar de souche «Rattus norvegicus» -agés de 4 a
6 mois et ayant un poids variant de 145g a4 350g. et des souris « Mus
musculus »

Ces animaux sont répartis en 3 groupes :

N°du groupe | Nombres de Type de lots Nombre
lots de rats
Groupe I 2 Normaux témoins 5

Diabétiques témoins

Groupe 11 2 Normaux traités par ’extrait brut

Diabétiques traités par l'extrait brut

Groupe I 2 Normaux traités ' par les saponosides

O g g1 O U1

Diabétiques traités par les sapbnosides

Les rats sont gardés dans des cages en métal selon le sexe. Ces
cages sont placées dans l’animalerie & une température de 25-30°C et
sous un taux d’humidité compris entre 60% et 70%.

Ces animaux sont nourris avec un aliment de commerce
fabriqué par (C.A.0. ORAVIO, Mostaganem) contenant du: mais,
tourteau;i de soja, blé fourr”ager, calcaire, phosphates, sel, acides
aminés, oligo-éléments, polyvitamines, antioxydant, facteur de

croissance (antibiotiques), et boivent de I’eau de robinet a volonté.

V-1-2- Matériel végétal

!

L’étude a portée sur I’écorce du Berberis vulgaris L.
A) Préparation des extraits
a- Extrait brut
Dans un ballon bicol de 250ml surmonté d’un réfrigérant a

reflux, ’met‘tre 50g d’écorce de racine du Berberis vulgaris L. en
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présence de 1000ml d’eau distillée. Porter 'ensemble a reflux pendarit
8h. Filtrer le mélange, et centrifuger le filtrat afin d’éliminer le
maximum  du marc. Garder lextrait aqueux de concentration
massique 50g/1 dans un tube a froid (4—5°C).

" Avant son injection aux rats, lextrait est dilué dans le sérum

physiologique a raison de 4,16g/kg .
b- Extrait des saponosides

L’extrait des saponosides a été préparé selon la méthode
mentionnée dans la partie eéqpérimentale. La 1%‘6 dose injectée est de
0,25 g/kg. 1 |
V-1I- Protocole expérimental
V-1I-1- Détermination de laf dose létale
a) Détermination de la doée létale de l’extlrgit brut de Berberis
vulgaris
| Injecter en intrapéritoriéale aux souris une dose de 0,625g/Kg
de P’extrait aqueux d’écorces des racines de la plante étudiée préparé
selon plusieurs _concentratiorjlsga partir de la solution mére (50g/1).

b) Détermination de la dose létale des saponosides |
Injecter aux souris ur{e dose de 0,175g/ Kg de lextrait aqueux

des saponosides préparés selon plusieurs concentrations.

V-II-2- Préparation de la streptozotocine :
100mg de la streptozdtocine sont dissous dans 20ml eau
physiologique NaCl 9% . _
V-II-3- Induction du diabéte jchez les rats (diabéte non insulino-
dépendant DNID )
Dans cette étape, on a injecté par voie intrapéritonéale une dose

de 65 mg/Kg de la streptozotocine.
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V-II-4- Traitement _
a) Traitement avec I'extrait brut aqueux de Berberis vulgaris

Aprés provocation du Odiabéte chez les rats. Injecter par voie
intrapéritonéale une dose de 0,062g/Kg d’extrait aqueux d’¢écorces des
racines de la plante étudiée (dose létale diluée au 1/10).

b) Traitement avec I’extrait aqueux des saponosides

Apreés provocation du diabéte chez les rats. Injecter par voie
intrapéritonéale une dose de 0,024g/Kg d’extrait aqueux d’écorces des
racines de la plante étudiée (dose Iétale diluée au 1/7).

V-II-5- Prélévements sanguins

| Le sang est prélevé chaque semaine sur ’'animal vivant a jeun a
Paide 'd’une pipette pasteur coupée droite héparinée, au niveau de
sinus rétro-orbital puis il est introduit dans des tubes a hémolyses
ensuite il eét centrifugé a 3000 tours/mn pendant 15 mn.

Le plasma est stocké dans des tubes & hémolyse a une
température de -20°C en vue des dosages de la glycémie. La mesure
de cette derniére est faite selon différentes étapes (voir annexe).
Glycémie ,

Elle est mesurée a jeun chez tous les animaux avant tout
traitement. |

Le dosage du glucose se fait par la méthode enzymatique a la
glucose oxydase (voir annexe). Cet enzyme oxyde le glucose en acide
gluconiqué avec formation d’eau oxygénée qui se décompoSe selon la
réaction suivante:

H202 — H20 + %2 O3
Sous linfluence d'un peroxyde, 'oxygéne libéré oxyde un leucodérivé
incolore et donne une coloration proportionnelle a la quantité du

glucose initialement présent.



¢

CHAPITRE IV

\_/

| | RESULTATS ET DISCUSSION




Chap. IV : Examen phytochimique- Extractions- Analyses 61

...................................................................................................

I- Examen phytochimique : Résultats et interprétations
I-1- Introduction‘

La partie de la plante utilisée dans cette étude est l’€corce

. acheté auprés des herboristes de la wilaya de Tlemcen; Les €corces

sont finement broyées avant utilisation.
Au cours de examen phytochimique, trois solvants de polarités
 différentes (eau, éther diéthylique, éthanol) sont employés pour
Pextraction des différentes familles de composés chimiques.

La méthode d’extraction consiste & projeter I'échantillon de la
plante par petites quantités dans l'un des solvants d’extraction. Le
mélange est ensuite porté a ébullition, ce qui permet d’extraire tous

les principes actifs de la plante.

I-2- Tests phytochimiques
Les résultats des tests phytochimiques effectués sur I’écorce du
Berberis vulgaris L. épuisé par I'éthanol, l'eau et Péther diéthylique

sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 11 : résultats de 'examen phytochimique

FAMILLE DE COMPOSES RESULTATS

Alcaloides

| Tanins
Saponosides
Huiles volatiles
Stérols

Composés réducteurs
Anthocyanosides
Anthracénosides

||+ |+ +H]|+H]+

Anthraquinones
Amidon
Emodols
Flavonoides

1

+ : Test positif. - : Test négatif.
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1-3- Interprétation des résultats _

Les tests phytoch1m1ques consistent a détecter les différentes
familles de composes existantes dans la partie étudiée de la plante par
des réactions qualitatives de caractérisation basée sur des
phénoménes de précipitation ou de coloration par des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés. En effet, ces réactions se

~traduisent par l’appantlon d’une turbidité, floculation ou changement

de couleur qui nous renseigne sur la nature des familles existantes

dans la plante. , '5
Les résultats experlmentaux montrent la présence des

alcaloides dans la partie étudiée de la plante. Etant donné que les

tests sont positifs, les résultats expérimentaux tels que l'opacité, la

turbidité, la floculation a%'nsi que la précipitation peuvent nous
renseigner sur la force de basicité des alcaloides. Cette derniére est
trés variable, elle est étroitement fonction de la disponibilité du
doublet libre de l'azote et permet de former des sels avec des acides

minéraux tels que Pacide chlorhydrique ou avec les acides organiques

tels que lacide tartrique.

Les résultats mentionnés dans le tableau précédent résumant
les résultats de 'examen phytochimique, montrent que les stérols, les
saponosides, les coumarines, les anthocyanosides, les anthra-
cénosides, les anthraqulnones et les tanins sont présents dans la
partie étudiée de la plante.

L’apparltlon d’une couleur verte suite a laddition de lacide
sulfoacétique a extrait de la plante appelée réaction de Liebermann
Burchardt, nbus renseigne sur la présence d’un dérivé stéroidique.

Une réaction positive avec une solutioh de chlorure ferrique
confirmée par une coloration bleue-verte caractéristique des tanins.

Le test mettant en jeu la liqueur de Fehling, donne un précipiteé
rouge brique, ce qui confirme la présence des composés réducteurs.

Le test de mise en évidence des anthocyanosides est réalisé par
le suivi du changement de coloration en pratiquant un simple dosage

avec une solution basique. Une teinte vive varie selon la structure et
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les substituants de la qulnone_, de Vorangée rouge au violet pourpre
plus au moms v1olacee | |

D’autre part, il est a mentlonner que les flavonoides, I’amidon
et les émodols sont totalement absents dans la ‘piartie gtudiée de la
plante. o | )

\
I-4- Conclusmn »

Le crlblage phytoch1m1que basée sur des tests spemfiques a
permis de caracterlser les différentes famﬂles de composes chlmiques
existantes da_ns la plante En effet, il est prouve que les alcalmdes les
stéroides et ‘les tanins sont presents en quantltes 1mp0rtantes

Cependant 1es flavonoides, 1’?.m1don et les emodols sont totalement

absents dans la partie en questlon -
Ces familles de! comI:!)oses peuventl _et.
"Dans cette opthue la mise en

N

‘a' l’origine de la

decouverte d’agents therapel:nthue
ceuvre des techrnques d extract1 1,
recristallisation eventuelle et d 1dent1f1cat1on devra permettre la

K purlflcatlon, séparation et de

découverte des pr1nc1pes} actlfs .
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A} »<II- Extractions
I1-1- Introductlon
Aprés la mise en ev1dence des différentes familles de composés
dans la partie étudiée de la plante, nous avons ciblé les familles qui
sont preponderantes dans cette derniére et dont leurs analogues
isolées d’autres plantes possedent des activités thérapeutiques comme
la Coloquinte [29]. w '
La deuxi€éme ‘etape de notre travaﬂ consiste a extraire ces

différentes familles selon des méthodes d’extractions sélectives.

11-2- Rappels theonques
. L’1s_91at10n d’une substance naturelle ou synthethue nécessite

souvent dne extraction avec un solvant orgamque ou minéral. lly aen
général déuﬁ types d’extraction : o
- lextractlon liquide - liquide continue et discontinue,
- l’extractlon solide - liquide continue. et discontinue.

Dans ce travail, nous avons €u recours a l’extraction solide -
11qu1de continue et discontinue. | |

L’extraction des solides exige que la substance souhaitée ne soit .
qu’adsorbée a la surface du solide. En plus, le processus nécessite un.
long contact du solvant avec le solide. Clest pourqu_oi, l’éxtractiOn
continue est souvent préférée par rapport a la méthode discontinue.
En outre, la diffusion du composé & extraire Vers Pextérieur du solide
étant un phenomene lent. Pour cela, la pulvérisation du matériau

avant Vextraction est plus que nécessaire [66].

I1-2- 1 L’extraction solide - liquide dzscontmue

La macération est un procédé discontinu qui cons1ste a laisser
tremper le solide dans un solvant a température ambiante, chaud ou
a lébullition, pour en extraire les constituants solubles. Aprés
filtration, le résidu peut étre remis dans le récipient d’extraction avec
une nouvelle portion de solvant. Au besoin, le processus est répété

plusieurs fois.
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Cette méthode présente Pavantage d’étre rapide, surtout avec les

solvants a ébullition, mais le processus d’extraction n’est pas toujours
tres efficace. La période de trempage du solide dans le solvant varie
généralement de quinze & trente minutes. La quantité de solvant

nécessaire est environ dix a vingt fois la masse d’échantillon traité .

11-2-2- L’extraction solide - liquide continue

Lextraction continue est un procédé beaucoup plus long que
Pextraction discontinue, mais elle a lavantage d’€tre plus compléte.
Les méthodes habituelles mettent en jeu la macération, la percolation
(1ixiviation) ou Ventrainement a la vapeur.

La percolation consiste a faire passer lentement un solvant a

travers une couche de substance pulvérisee, habituellement contenue

dans une cartouche de papier épais et poreux ou une pochette de

papier filtre. L’extracteur de Soxhlet est un appareil spécialement
congu pour l'extraction continue solide - liquide. L’avantage de cet
gaxtracteur est que le solvant condénsé s'accumule dans un réservoir a
siphon, ce qui augmente la durée du contact entre le solvant et le

produit a extraire. Quand le solvant atteint un certain niveau, il

amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la

substance dissoute [66]-

[I-3- Dégraissage du matériel yégétal
Le matériel végétal renferme souvent dés quantités appréciables
“de graisses, mais aussi de cires, de terpénes, de pigments €t d’autres
substances lipophiles qui peuvent pertufb,er le processus extractif,
o notamment en induisant la formation d’émulsions. On évitera plus ou
| rpoins‘ totalement ces problémes technoiogiques en procédant a une
‘f délipidation préalable de la drogue broyée pour Pextraction de chaque

| jfamille de composés [29].

|
|
|
-
|
|
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‘Lors du dégraissage, nous avons utilisé deux methodes
Masse de la matiere | Rdt. (%)

Méthode d’extraction Masse du produit

végétal (g) grasse (g) .
Extraction contmue 150 0,45 0,3
0,30 0,2

Extraction discon

On remarque a partir des rendements que Pécorce du Berberis
vulgaris L. sont falbles en graisse. La nature de cette derniére
représente le plus souvent les acides gras. En outre, on note que la

méthode d extraction €N continu est plus rentable que celle en

discontinus; .

II-4- ldentxficatlon des acides gras
Dans 1e| put d’identifier les acides en question, nous avons isolé

puis estérifi€ les acides gras

Les dlfferents essais effectués sur le resmu gras obtenu lors de
Pétape de degralssage ont permis de retenir la methode d’isolation la
plus efficace mentlonnee dans la partie expérimentale. o

Dans 116 but d’analyser le résidu d’acides gras par chromato-
graphie en phase gazeuse, on a transforme ces. acides en esters
meththues Car ces derniers sont des dérivés volatils a polarité
atténuée relatlvement aux acides gras correspondants, donc les moins

adsorbées smj la colonne. Les résultats obtenus sont représentes ci-

dessous @
Extraits | |Rdt CCM

(%)

Eluant Proportion Nombre
ide taches

ACOEL/CHCls | 34:66

Acides gras 53,33

, _
42,66 |AcOEt /CHCls 0,30 {1732,91

Esters
d’acide gras

On remarque que lé rendement d’isolation des acides gras est
treés 1mportant ce qui g?thue que le résidu obtenu lors de 'étape de

degreussag‘e est trés riche en acides gras.




...................-......................-...;... .............

L’analyse par C.C.M révéle que Vestérification des acides gras
donne - facilement les esters correspondants. Vu les valeurs

distinctes des facteurs de rétention.

11-5- Extraction des différentesjfamilles

I1-5-1- Extraction des alcaloides
Llextraction des alcalo'id_es'est fondée, en régle générale, sur le fait qu’ils

existent habituellem'_ent dans la plante a létat de sels «. . Deux modes

d’extraction ont été suivies dans ce cas.

a) La méthode 1

Tableau 12 : Caractéristiques chromatographiques (CCM) des fractions A, B, C

etD
Aspect Tf. (°C)
physique de
Pextrait

Chromatographie sur couche minc
' Fraction A | 180-186
solide jaune

Rdt (%) ce
‘ Nombre '
Proportions de Rf
taches
Fraction B 186-190
solide marron

0,82
Fraction C
solide marron 142-150

0,61
| Fraction D |186-190
solide marron
verdatre

| CH2Cla/ CH;OH |8:2

CH,Cly/ CHsOH |8 2

CH,Cla/CHsOH |8 :2 07

CH,Clp/CHsOH |8 :2

0,30

0,17 |-
0,18
0,22
0,29
0,421
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b) Méthode

Tableau 13: Caractéristiques chromatographiques des alcalo1des obtenus
par la methode 2. :

Aspect Ts (°C) Rdt “Chromatographie sur couche mince
physique de (%)
I’extrait ' Nombre
Eluant : Proportion de Rf
' - Taches
0.89

Solide 118-120 (0,58 CH013/06H_12/CH30H 45:4,5:1 03 {0.34

Marron

L'extraction des alcaloides par la premiére méthode reste
avantageuse par rapport a la méthode . 9., car elle permet de
regrouper lesf alcalmdes de méme type et par conséquent, elle
constitue une bonne méthode de séparation. L’analyse du résidu

obtenu dans la deux1eme méthode par chromatographie sur couche

- mince révele la presence de trois taches importantes.

| : y
i

|
a) Separat:on des alcaloules par chromatograph:e sur colonne

Les resultats, aprés séparation par chromatograph1e sur colonne de
gel de s111cr‘: 0,2 mm - 0,067 mm de la majorlte des fractions des alcalmdes
obtenus pa‘r la premiére méthode, sont regroupes dans le tableau suivant :

|

Tableau 14 : Caractéristiques chromatographiques ( Colonne ) des

|
. } fractions A,B,C et D
Fraction hl j Eluant Fraction | Nombre | Rf Rdt Ttus
brute | obtenue de (%) (°C)
g2) ‘ - 1(g) taches
A | 1,40 CHsOH/CH.Cl, &% | 1,22 1 0,58(87,14 |190-191
| , B1: 0,60 4 / (51,28 /
B 1,17 | CHsOH/CH2Cl2 ~ - Ba: 0,27 3 / 123,07
| 9.3 Bs :0,14 1 |0,20| 11,96 |100-105
B+ 0,10 | 2 / 08,55 /
‘ ' Di: 0,60 1 0,63 | 14,77 | Visqueux
D 4,06 cnzclz/reHSOH D2 :0,11 | mélange /| 2,70 Liquide |
- < B Dy 221 |mélange| / |54,43| /

0.0Q.)
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La purification de la fractio

colonne nous a permis d’isoler deux alcaloides purs. Le tableau ci-

dessous regroupe les résultats obtenus.
de la fraction Da.

Tableau 15 : Caractéristiques chromatographiques

Fractio
obtenue

Ds1: 0,11
Ds-2: 0,82
Ds.a: 0,66

CH,Cla/CHsOH/ NH+OH
.80:20:2

[1-5-2- Extraction des saponosides
Vu lexistence des saponosides dans le Berberis Vulgaris L.,

nous avons procédé a lextraction de cette famille de composeés. Les

résultats obtenus sont dressés dans le tableau ci-dessous .

Tableau 16 : Caractéristiques chromato_graphiques (CCM) de la fraction des
saponsides.

(’/’ﬂf’j
Aspect Tt (°C)

hysique de ' .
p - ]
Solide 1069
Marron-orange 122-128 |2,53 CH3zOH/CsHi2/NHa 5:5:0.3
0.08

Le produit solide obtenu représente les saponosides a génine

triterpénique. La réaction de Liebermann Burchardt confirme la

présence des saponosides.
Les résultats de Pextraction de l’écorce du Berberis Vulgaris L.
montrent la richesse de cette derniére en saponosides. En outre,

L’analyse par C.C.M du résidu révéle la présence de trois composes.
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a) Séparation des saponosides par chromatographie gur colonne
L’extrait des saponosides isolé de la plante a €té purifié par

chromatographie sur colonne. Les résultats obtenus sont regroupés

dans le tableau suivant :

Tableau 17 : Caractéristiques chromatographiques (Colonne) des

—

saponosides.

‘m Eluant. Fraction Nombre
brute obtenue de (°C)
(g) (2) taches
' S:: 0,09 2513 | Liquide
1,05 | CH;OH/NH/OH 5: 0,3 | Sa: 0,50 % &4 /
Ss: 0,20 19,04 /
S4: 0,13 12,38 /
. Ss: 0,02 1,0 |Visqueux

La technique utilisée nous a permis de séparer une fraction
notée S; avec un rendement de 6%, 'f[»lus d’autres fractions Ss, S4 et Ss

avec des rendements assez importants.

11-5-3- Extraction des Tannins
Dans 1’extraction des composés de cette famille, le produit.
‘ végétal a été épuisé a température ambiante. Le résidu obtenu donne
un test positif avec le réactif spécifique des tanins. | |

Tableau 18: Caractéristiques chromatographiques de la fraction des

tanins.
Extrait @ [Rdt 9 | TolO Analyse par C.C.M
: m(g t (o) | Tal®
hapest physique ] Eluant  |Proportion (%) | Nombre de taches Ry
Solide ‘
de- 0,22 | 0,03 / CHCI,/EtOH 75/25 7 /
couleur jaune

I’analyse par C.C.M du résidu des tanins révéle la présence de

plus de sept produiits dont les taches correspondantes sont trés

rapprochées. }
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11-6-Conclusion

Au cours de ce travail, nous sommes arrivés a extraire plusieurs
familles de composés su_ivan‘ des méthodes sélectives d’extraction. Les
résultats montrent que l’écow‘ce de Berberis vulgaris L. est trés riche en
saponosides, acides gras et alcaloides. D’autre part, les tanins
marquent aussi leur présence avec des quantités légérement
inférieures. La réaction di’estérification des acides gras nous a
confirmé la préscncé de ces derniers dans le résidu isolé lors du
dégraissage du matériel végétal. En outre, la chromatographie nous

a permis de séparer quatre saponosides et cinq alcaloides purs.

IIT- ANALYSES

La majorité des produits isolés ont été soumis a des méthodes
spectroscopiques d’analyse . Le dosage des sels minéraux dans la
partie studiée a été effectué par le biais de P’absorption atomique et la

photométrie d’émission de flamme,

III-1- Analyse des sels minéraux |
L’analyse chimique joue un grand rdle en minéralogie,

physiologie, sciences médicales, agronomie, etc. Afin de déterminer la

teneur (en pourcentage) des constituants minéraux dans la plante a

étudier, nous avons recours 4 cette méthode chimique qui se divise en

~ deux partiesi, ’analyse qualitative et ’analyse quantitative.

a) Analyse (iuali_tative : c’est la méthode d’identification des éléments

(ou des ions) qui composent la substance étudiée.

b) Analyse quantitative ; elle permet de déterminer la composition

quantitative des divers éléments présents dans le corps a étudier.

II-1-1 -Abs@rption Atomiﬁue

Nous nous somimes intéressés tout particuli€érement a I'analyse
qualitative. Aprés la calcination totale de la matiére végétale, nous
avons utilisé une solutiorﬁ aqueuse a 10 g/1 pour doser le cuivre, le

zinc et le fer.
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»’l}{ab,leau 19 ’ teneurs en métaux (Cu, Zn, Fe)

Eléments a doser Dose (ppm)
Cu ' 0,113
Zn | 0,293
Fe 0,976

II_I-1-2—An:alyse‘pa: Photomeétre a flamme
Pour le dosage du sodium et du potassium, I’échantillon calciné
a été analysé par| un photometre de flamme. Les résultats obtenus

sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 20 : teneurs en metaux (Na, K)

Eléments a doser Dose ( I'mol )
Na : _ 70,9
K 42,3

II1-2- Analyses spectrales
III-2-1- Analyse des esters méthyliques d’acides gras

Dans le but d’identifier lester méthylique obtenu par
estérification de la fraction d’acides gras obtenue lors du dégraissage
de la matiére végétale, nous avons utilisé linfrarouge a transformeée de
Fourrier et la résonance magnétique nucléaire ((H et 13C).
L’interprétation des spectres obtenus est dressée dans les tableaux ci-
dessous.

Tableau 21: Caractéristiques spectr_ales en RMN 1H de la fraction «esters

méthyliquesn.

RMN du proton-200MHz W

e— m————

5CDCls (ppm) | 0,87-0,88 | 1,25-1,30 | 1,60 | 2,02 | 2,29 | 2,76 | 3,65 5,33-5,35

multiplicité s(3) m(18) m(2) | m(2) t2) | m(1) | s(3H)| m(2H)

J (Hz). / / / / / / /

Attribution CHs . CH: CHa CHy CH, | CH; |OCHs| CH=CH
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méthyliques».
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RMN 13C 300MHz

Tableau 22 : Caractéristiques spectrales en RMN 13C de la fraction esters

3 CDCLs(ppm) | 14 -14,20 22,52-34,06 | 51,34 121,60-151,50 174,20
multiplicité 3C 25C 1C 12C 1C
Attribution CH3 CH» COOCHs3 c=C COOCHs

Tableau ' 23 : Caractéristiques spectrales e

n IR de la fraction «esters

meéthyliques».
IR (4000-600 cml!)
- y(emt) 3025 | 2926,01 2847,77 1457,03 | 1435,57 3025 1732,91| 117140
' ‘ 1196,62
Attribution CH=CH CHs. CH: CH; CHa C=C COOMe | COOCHzs

III 2-2- Analyse des alcaloides

Au cours de notre travail, nous avons pu séparer par
chromatographle sur colonne cing alcaloides purs qui ont été soumis
5 des analyses spectroscopiques. Nous nous sommes limités
seulement a intqrpréter les fractions notées A et Dao. Les différerits

résultats sont dressés dans les tableaux ci-dessous.

a) Pour la fxactl!on A
les données spectrales de la littérature [118],
(alcalmde

D'aprés
la fraction A correspond; au chlorure de Berberine

quaternaire) de structure suivante :
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* Analyse par RMN 13¢

Tableau 24 : Caréctéristiques spectrales en RMN 13C de la fraction A.

“ - RMN 13C 300MHz ' ||

5 DMSO(ppm)| 28,61 57,62 | 58,07 | 62,99 | 104,08 ' 106,95-152,56
multiplicité 1C 1C 1C 1C 1C 15C
Attribution Cis Ci17 C20 C19 Cis C aromatiqu_es
* Analyse par RMN 'H

Tableau 25 : Caracter1st1ques spectrales en RMN !H de la fraction A.

RMN. du protOn-ZOOMHz
3CDs0D (ppm) | 9,65-9,85 | 8,6-8,8 | 79 et 7,6 6,9 |66,2]|4855| 44,2 3,2
1 8,1
Multiplicité et s (1H) s (1H) 2d; | s (1H) [ s (1H) |s (2H)| q(2H) s(6H) m; 2H
Integration f 2H
J (Hz). ) / 8 / / / / / !/
Attributions H1 H8 Hb5-Hé6 H11 H14 H18 H17 |H19-H20} = H16
* Analyse par IR
Tableau 26 : Qaractéristiqu.es spectrales en IR de la fraction A.
IR (4000-600 cml-)
2949,27 | 2869,56
vicm?-) 3057,97 | 1363,40 | 1495,70 1600,11 1556-1600 | 1272,89 1104,79
Attributions Sel - CHs CH; C=C Systéme C-0-C C-0-C
amine aromatique | aromatique aryle aliphatique
substitué
Tableau 27 : Q\jlelques propriétés physico-chimiques de la fraction A.
Aspect | Rf Thus uv Solubilité | [a]p 420 °C
Fraction | Couleur (°C) Amaz. (0m) |dans leau| ()
Fr.A Solide | 0,90 | 190,5 | 275 ; 344 Peu +12 (C=0,25
isolée jaune | ' soluble | dans l'acétone )

* Etude comparative

En comparant% lv’aspect la couleur, la température de fusion, les

données spectrales RMN 1H, RMN 13C et les Amax. avec les données de

la littérature, la fractlon A correspond bien au chlorure de berberine.
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Tableau 28 : caractéristiques physiques de la berberine obtenue de

divers travaux

Référence Aspect Trus uv Solubilité dans I’eau
Couleur (°C) Amaz. (nM)
[11G] S. jaune | 208-209 | 265; 343 p.s.
[za S jaune | 167 265 ; 345 _
Fraction A | S jaune | 190-191 275 ; 344 p.s.

Parmi les seize alcaloides qui ont été isolés de la plante étudiée
[119] dont les structures sont représentées ci-dessous, on estime
que la fraction A est le chlorure de berberine, vu la simlilitude des

résultats des analyses spectroscopiques.

2. .
R=0OMe — (-)-Tejedine Ri1=Me, Rz=H — (+)-Berbamine

R=H — Baluchistanamine | R1 = Rz =Me — (+)-Isotetrandrine

R1 = Rz =H — (+)-Obamegine

Ri1=H, R2= Me — (+ }-Oxycanthine (+)-Thaligrisine
R: = Rz =Me — (+)- Obaberine;

Ri = Rz =H — (+)-Aromoline
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MeO
NMe
HO
o]
-5- -6- -7-
Magnoflorine chloride 8-Oxyberberine Thalifoline
|
' OMe
| q
OMe

R, + R, = CH; — chlorure de Berberine Chilinine

R; =H, R, = Me — chlorure de Jatrorrhizine

R;=R; =Me — chlorure de Palmatine |

b) Pour la fraction D32

* Analyse par RMN 'H

Tableau 29 ; Caractéristiques spectrales en RMN 13C de la fraction Da.o. -
" "~ RMN du proton - 200MHz |

ScDsoD (ppm) | 9,6-9,8 |8,58,7| 7,90 | 7,50 |6,7-6,9 | 4.9-5.1]3,0-42| 33,3
multiplicité s(1H) | s(1H) m(2H) s(1H) s(1H) | m(2H) { 3 s(9H) | m(2H)
J (Hz). / / /- / / / / /

Tableau 30 : Caractéristiques spectrales en RMN 13C de la fraction Ds.o.

RMN 13C 300MHz

SDMSO(ppm) | 28,02 ; 28,58 et | 57,45 ; 57,75 ; 104,07 | 106,85-152,45
57,07 57,97 et 62,98

Nombre de C 3C 4C 1C 24C

Attribution CH; cycl. 0O-CHs3 =N C arom.
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Remarque: la comparaison des spectres RMN 13C et RMN 1H
correspondant & la fraction Ds-2 et la fraction A confirme la présence

de traces de la fraction A dans la fraction Das-2.

Tableau 31 : Caractéristiq;ies spectrales en IR de la fraction Ds.2.

IR (4000-600 cm1")
2955,55 2888,88
v(em?) 3066,6 | 1362,76 1444,36 1603,35 1508,87- 1275,52
“ ' , 1565,71 1110,41
' Sel CHs CH, C=C arom.| Systéme C-0-C
Attributions | amine aromatique
. substitué

III-2-3-Analyse des saponosides

Nous avons pu séparér quatre composés purs de saponosides
par chromatographie sur colonne, ces produits isolés ont été soumis
a des analyses spcctroscopiques IR et ;RMNlH, mais nous avons
trouvé un probléme de solubilité de ces coinposés pour les analyser en
RMN13C, ce qui nous a empéché de proposer leur structure.
ci-dessous résume quelques bandes

Les tableaux

caractéristiques des analyses IR et RMN 1H des fractions S1,S4 et Ss.

* Fraction Sy :

RMN du proton-200MHz

5CDOls (ppm) 1-13 13-2,1 3.45-55 4.1-4,35 7.20
multiplicité s s large s large dd m
Attributions CH; CH, cyclique - OH CH=CH cyclique | H arom
IR (4000-600 cm!)
Viom ™) 2017.76 2856,51 1464,92 1376.81
nujol
Attributions CHs; CH: CHs CH,
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* Fraction S4:

RMN du proton-200MHz

8cDoL (ppm) 0609 | 00913 13-2,1 341 | 6171
multiplicité m s S large s ‘m
Attributions CH; CH3 CH; cyclique OH H arom
IR (4000-600 cm?’)
3416.07] 2937.26 | 2848,70 | 1605,52- | 1450,69 |1360,13 | 1067,28-
v(cm?’) 1498,61 1229,49
Attributions | OH CH; CH, Cc=C CH; CH, C-0-C
' cyclique Aliphatique
* Fraction Ss : _
| RMN du proton-200MHz
5CDOl (ppm) 04-07 | | 1,453 3.4-4 24,1435 | 7.5-8,
multiplicité m s large S dd m .
Attributions CH; CH; cyclique OH | CH=CH cyclique | Harom
IR (4000-600 cm!)
v(cm?) 3368 | 2946,29 [ 2833,94 | 1449,86 1444,46 | 1027,39
Attrbutions | OH | CHs CH, CHs CH, | C-0C
9 Aliphatique
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III-3-Résultats et interprétations

Pour lester méthylique d’acide gras, la combinaison des
résultats des spectres infra-rouge et RMN!H nous a permis de déduire
les informations suivantes :

Notre produit contient 33 protons plus la bande
caractéristique des esters située vers 1732,91 cm! avec la disparition
de la bande OH de lacide ce qui implique que l'estérification est
compléte. Le s_pectfe RMN !H montre aussi un signal des protons
méthyliques de l’ester a 3,65 ppm. Le spectre RMN 13C montre que
I’ester contient quarante trois carbones qui ne sont pas en conformité
avec le nombre de protons. Ce probléme nous a empéché d’estimer

une structure développée de cet ester.

Pour la fraction A d’alcaloides, la combinaison des résultats des
méthodes spectroscopiques, nous a aidé a estimer une structure du
chlorure de berbérine ayant la formule brute CaoHisO4NCl car les
valeurs expérimentales des spectres RMN.!H sont trés proches avec
cellesdes valeurs théoriques. En outre, l'intégration du spectre nous a
donnée une valeur de 18 protons. D’autre part la RMN!3C signale la
présence de 20 carbones. L’analyse par IR montre la présence de la

bande caractéristique du sel d’amine située vers 3057,97cm-1.

La combinaison des résultats des spectres IR, RMN.'H et
RMN.13C pour la fraction Dso, nous permettras. certainement de
proposer une structure de cet . alcaloide, ainsi que pour les

saponosides isolés.
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| I11-4-Conclusion

En conclusion, I’étape de dégraissage nous a permis d’isoler un
acide gras, dont nous n’avoné pas pu déterminer la formule brute a
causeé de l'analyse par RMN 13C qui nous a donné un nombre
important de carbones qui n’est pas en concordance avec le nombre
de protons. Donc, il faut confirmer sa pureté par CPG afin d’aboutir a

sa formule exacte.

Les différentes méthodes spectroscopiques d’analyse: nous ont
permis aussi d’identifier un alcaloide isolé et purifié par
chromatographie sur colonne qui est la berbérine ayant pour formule
brute CaoHisNO4.

Afin de pouvoir exploiter une éventuelle activité thérapeutique
de notre plante, 'extrait aqueux du Berberis vulgaris L. et I'extrait des
saponosides ont été soumis & des tests biologiques. L’_identification de
la substance responsable d'une éventuelle activité se fera apres
soumission des extraits des différentes familles a des tests similaires a

ceux appliqués a l’extrait aqueux,




CHAPITREV

|| TESTSBIOLOGIQUES |

~



Chap. V — Tests Biologiques — 81

...................................................................................................................................

Résultats des tests biologiques

I- Détermination de la dose létale
I-1- Pour Pextrait brut du Berberis vulgaris

Cette opération a été effectuée sur 36 souris répartis en 9 lots de
méme sexe composé chacun de 4 souris, parmi eux 8 lots ont été soumis &
des injections intrapériton€ales de l'extrait aqueux brut du Berberis vulgaris
a des doses différentes | (la dose injectée est de 1ml pour une souris de 40 g).
Tandis que le 9éme a été gardé comme témoin soumis a une injection
intrapéritoniale d’eau physiologique (NaCl & 9%). Les résultats obtenus sont

représentés ci-dessous :

Tableau 32 : Résultats de la dose létale chez les souris traitées par l'extrait brut

aqueux du Berberis vulgaris L.

Nombre de lots | Le poids moyen (g) | Dose (g/kg) | Taux de Mortalité (%)

1 _ 25,75+1,83 4,167 100

2 | 28,37 £ 1,52 2,083 | 100

3 27,25+ 1,28 - 1,042 } 100

4 31,50 t 2,52 0,694 | - 100

5 22,50 + 2,38 0,639 100

6 24,00 £ 1,25 0,632 75

7 21,25+ 1,59 0,625 50

8 26,50 + 1,20 0,995

9 25,00 + 1,57 NaCl 9%

D’aprés ces résultats, la DLigo de l'extrait brut a été estimée a une

concentration de 25,55 g/l soit 0,639 g/kg. La DLso a été estimée aussi &

une concentration de 25 g/l soit 0,625 g /kg. Il est & noter que la dose

injectée pendant tou‘te notre expérimentation a été diluée au 1/10 soit 62,5

mg/kg pour éviter to}ut risque de toxicité.

|
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I- 2- Pour I’extrait des saponosides de Berberis vulgaris

| La détermination de la dose létale des saponosides a été effectuée sur
28 souris réparties en 7 lots, 6 lots ont été soumis a des- injections
intrapéritonéales de lextrait des saponosides du Berberis vulgaris a des
doses différentes. Tandis que le 7éme g été gardé comme témoin soumis a une
injection intrapéritoniale d’eau physiologique (NaCl & 9%). Les résultats sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau 32 : Résultats de la dose 1étale chez les souris traitées par extrait

des saponosides.

Nombre de lots | Le poids moyen (g) | Dose (g/kg)| Taux de Mortalité (%)

1 55t 1,25 025 100

2 302,15 0,225 100

3 32 +2,32 0,2 75

4 - 332,52 0,175 50

) 29 + 1,52 0,15 25

6 27 + 1,38 0,137

7 27 £ 1,29 . NaCl 9%

D’aprés ces résultats, on a estime que la DLioo est de 9 g/1 soit 0,225
g/kg tandis que la DLso a été constatée a 7 g/l soit 0,175 g /kg . Pour
éviter tout risque de toxicité la dose qu’on a injectée dans toute notre

expérience a été diluée au 1 /7 soit une dose de 25 mg/kg .

II- Evolution de la glycémie et le poids
I1-1-Poids

Les témoins normaux montrent une augmentation réguliére du poids
durant lexpérimentation, par contre on note une diminution peu
significative du poids corporel observée chez les normaux traités par l'extrait

brut aqueux.
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Les rats diabétiques traités par l'extrait brut montrent une légére
laugmentation de poids corporel aqueux par rapport au lot des rats témoins
diabétiques traité par le sérum physiologique.

Chez les rats normaux ét diabétiques traités par les saponosides,
aucune variation significative par rapport & leurs témoins est observée
durant toute l'expérimentation. Ees résultats sont regroupés dans les figures
suivantes : |
NT : Normaux témoins
DT : Diabétiques témoins
NTE : Normaﬁx traités par Pextrait équeux brut de Berberis vulgaris
DTE : Diabétiques traités par I'extrait aqueux brut de Berberis vulgaris.

NTS : Normaux traités par extrait des saponosides

DTS : Diabétiques traités par l'extrait des saponosides

350 -
300
250 -

S0 e Lo
200 { QiR 4T gt
g

150

poids(g)

100

50 -

S0 81 82 S3 S1 S13 S14 815

T T T T T T T T TSH mps(semaines)

Figure 1 : Evolution du poids chez les rats traités par I’extrait brut aqueux de Berberis vitlgaris

* ; Signification des normaux traités par I’extrait brut aqueux / au normaux témoins
A : Signification des dlabéthues traités par ’extrait brut aqueux/ au diabétiques témoins
— : Injection de Iextrait brut aqueux

—» : Injection de STZ
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--4--NTS
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Figure 2 : Evolution du poids chez les rats traités par 1’extrait des saponosides de Berberis
vulgaris.
* : Signification des normaux traités par les saponosides / au normaux témoins
A : Signification des diabétiques traités par les saponosides/ au diabétiques témoins
~—-> : Injection de I’extrait des saponosides
: Injection de STZ.

S12 §13 S14 815

Temps (semaines)

II-2- Glycémie ‘
Aprés la détermination de la dose létale de Pextrait brut et Pextrait des
saponosides. Nous avons testé lextrait aqueux brut et lextrait des
saponosides sur les rats normaux et diabétiques suivis pendant 15
semaines.
I1-2- 1- Exfrait brut
La figure 3 représente les variations de la glycémie chez les rats
traités par lextrait brut aqueux, on remarque que chez les rats normaux
témoins (sérum physiologique) la glycémie varie entre 0.71 g/la l1.21g/l Par
contre, chez les rats normaux traités par lextrait brut aqueux (injection
chaque semaine) une diminution hautement sxgmﬁcatlve de ce parameétre

est observée de lordre de 0.80g/ /1 pendant la premiére semaine a 0.54g/],
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II-2-2- Extrait des saponosides
‘ Chez les rats normaux, l’extrait des saponosides provoque une légére
diminution de la glycémie pendant les premiéres semaines qui suivent
linjection, puis elle atteint des valeurs normales vers la fin de
lexpérimentation.

Les résultats des rats diabétiques traités par les saponosides montrent

une diminution signiﬁcative des valeurs de la glycémie par rapport aux
témoins diabétiques. Aprés la lere injection des saponosides le taux de la
glycémie qui était au départ 2.70g/ 1 diminue significativement pour
atteindre des valeurs normales de 0,90g/ 1 3 semaines aprés linjection, a la
4eme semaine on observe une hyperglycémie. On note, linjection de l’extrait
des saponosides provoque une hypoglycémie et l'arrét de cette injection

conduit 4 une hyperglycémie chez les rats diabétiques.

<-4 --TN
—®—TD

Glycémie (g/l)

S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 SO S0 S11 S12 S13 S14 S15
¥ * % T - ¥Temps (semaines)

Figure 4 : Evolution de la glycémie chez les rats traités par I’extrait des saponosides de
Berberis vulgaris

* : Signification des normaux traités par les saponosides / au témoins I;lormaux

A : Signification des diabétiques traités par 1’extrait des saponosides/ au témoins diabétiques.
b ¢ Injection de Pextrait des saponosides

——p : Injection de STZ
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I1-2-3- Comparaison de D’effet des saponosides et de l'extrait brut

aqueux de Berberis vulgaris L.

La comparaison nous révéle un effet hypoglycémiant chez les rats
diabétiques injectés par Pextrait des saponosides et Pextrait brut aqueux cet
effet apparait rapiderhent dans le cas des saponosides(effet &4 court terme)
par contre l'extrait brut aqueux assure un effet plus au moins long (effet a

long terme). .

4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50
2,00 -
1,50

1,00 -

Glycémie (g/l)

0,50 -

0,00 T T T T T T T T T T T T T T T

SO % S2 S3 S4 S5 S6 S7 ﬁ ‘ﬁ? ?1% S11 $2 S13 S14 S15
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Figure 5 : Comparaison entre 1’évolution de la glycémie chez les rats traités par ’extrait brut
aqueux et les traités par I’extrait des saponosides de Berberis vulgaris.

-~ Injection de I’extrait des saponosides.
p Injection de Pextrait brut aqueux.

—p Injection de la STZ

L’analyse des résultats d’évolution de la glycémie chez les rats
normaux témoins et les rats normaux traités par 'extrait brut et 'extrait des
saponosides montre que les saponosides ont un effet hypoglycémiant

important en comparaison avec les rats traités par l'extrait brut aprés
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chaque injection durant 11 semaines. Ce résultat est tiré aprés le suivi de la
glycémie chez les rats normaux témoins. Donc nous pouvons dire que nos
deux extraits ont un effet sur le métabolisme du glucose dans le sang car ils
favorisent la diminution de son taux. On remarque aussi que larrét
d’injection favorise 'augmentation de la glycémie ce qui explique son effet
immeédiat.

Pour les rats diabétiques traités par ’extrait des saponosides, on note
une semaine aprés linjection une chute ‘importante de la glycémie en
comparaison avec les rats diabétiques traités par lextrait brut. On observe
aussi que l'extrait des saponosides ont un effet hypoglycémiant maintenu |
pendant 3 semaines ce qui n’est pas le cas chez les rats diabétiques traités
par l'extrait brut aqueux.

Ala lqmiére de ces résultats on peut conclure que :
* l’extfait brut aqueux a effet hypoglycémiant et anti-hyperglycémiant
* Vextrait des saponosides a effet anti-hyperglycémiant.

D’aprés les figures des variations des poids, on note aucune variation

- significative du poids des rats traités par l'extrait brut et lextrait des

saponosides.

III- Conclusion

L’effet hypo- et anti-hyperglycémiant du Berberis Vulgaris rapporté par
plusieurs patients a été confirmé par les tests biologiques sur les rats ayant
le diabéte induit par la streptozotocine.
Cette étude a démontré un effet intéressant des saponosides ce qui nous
suggéres de penser que le ou les principes antidiabétiques sont
probablement présents dans cette fraction.
Afin de cibler le mécanisme d’action des extraits de Berberis vulgaris,
‘trois hypothéses sont émises :
1+ Le Berberis vulgaris peut jouer un réle insulinosécrétoire direct sur les
cellules p pancréatiques.
2t Le Berberis Vulgaris augmente l'utilisation périphérique du glucose.
3- Le Berberis Vulgaris peut jouer un réle insuline - like, et mimer certains

effets de l'insuline .




\_/

o

~ CONCLUSION GENERALE



Conclusion Générale 89

CONCLUSION GENERALE

"Le diabéte reste jusdu’a ce jour une affection trés compliquée dont le
traitement est basé sur %l’administi“ation de linsuline et les comprimés
- hypoglycémiants. Vu les fésultats recueillis au cours de lenquéte
ethnppharmacologiqué efff:ctuée dans la Wilaya de Tlemcen, nous avons
remarqué qu’une grarid%e tranche de population utilise les plantes
médicinales pour se traiter de cette maladie. Parmi les plantes les plus
utilisées éitons le Berberis Vulgaris L.

‘Nous avons adopté une méthode scientifique afin de ' valoriser

\
Putilisation de cette plante. Notre travail a comporté la réalisation de trois

objectifs : |
*‘ie premier objectif qui concerne le% tests phytochimiques réalisés sur les
écorces des racines du Berberis vulgaris L. a montré que ces derni€res sont
- riches en saponosides, alcaloides et fjaiblement riches en tannins.

* le deuxiéme objectif, nous a permi§ de montrer d’une part, que ’extraction
des séponosides donne un rendement considérable. Leur purification par v
chromatographie sur colonne et les analyses spectrales, nous permettront
de proposer la ou les structures dont 1’élaboration . est en cours de
réalisation et seront communiqués- dans un futur travail. D’autre part,
extraction des alcaloides, la séparation par chromatographie sur colonne et
les analyses spectrales nous ont permis de proposer la structure du composé
majoritaire, a savoir la Berberine de formule brute C20H1804N, qui est un
alcaloide trés cité dans la littér'a‘ture et dont Pactivité biologique est trés

remarquable.

* le. troisiéme objectif que nous nous sommes assigné est réservé a I'étude

de lactivité biologique de lextrait brut des écorces et lextrait des
[ / .
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saponosides afin de déterminer leurs effets thérapeutiques vis & vis du
diabéte. Effectivement, ces résultats montrent que : .

- L’injection de 62,5mg/kg (fle3 Pextrait brut aqueux de Berberis
vulgaris provoque une d_iminqtion dle la glycémie que ce soit chez les
normaux ou les diabétiques traités, cet effet est nettement observé chez les
diabétiques traités par l'extrait brut aprés la premiére injection qui a duré 2
semaines. '

- A une concentratlon de 25mg/kg de lextrait des saponomdes de
Berberis vulgarzs nous avons enregistré une diminution hautement
significative de la glycémie chez les rats diabétiques traités, cet effet est
nettement ‘;observé aprés la premiére injection et persiste pendant 3
semaines.’ v _

Nousé pouvons conclure d’apres ces résultats, que les deux extraits
;étudiésen ip,arti’culier lextrait des saponosides ont une remarquable activité

hypogly,,cemiante.

- En définitive ce travail il fixe des résultats certains, ouvre des
perspectlves et des pistes de recherche tant au niveau de la connaissance
smentlﬂque, qu’a celui d’une possibilite de valorisation de la matiére
végétale dans le cadre de recherche systématique de plantes a activité |

thérapeutique qui occupent une place de choix dans nos travaux de

recherche.

En ﬁerspeetive de ce travail, nous nous sommes fixé comme objectifs
les pointsi suivants :
* tester 1n vivo Pextrait des alcaloides ;
* faire la séparation et Iélucidation de ou des agents responsables de
Pactivité hypoglycemlante et leur synthése éventuelle ;
* quant aux tanins isolés en faibles quantités, nous proposons de vérifier

leur activifé en tant qu’agents hypotensifs.
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INDEX DES DEFINITIONS

& Polyphagie : Augmentation de la prise de nourriture

& Polydipsie : Augmentation de la prise d’eau

& Polyurie : Augmentation de le quantité d’urine émise

% Une drogue : tout matériel végétal utilisé en thérapeutique et n’ayant

encore subi aucune préparation pharmaceutique ; ce peut étre la plante

entiére ou une partie de plante (feuille, racine, fleur, fruit et graine.)

- & Le principe actif d’une drogue végétale : un produit pur chimiquement

bien défini et doué d’une activité pharmacologique déterminée.

., &% La décoction : une solution obtenue en faisant bouillir plus ou moins

longtemps (5 a4 15 minutes) une ou plusieurs plantes dans un récipient

couvert et remplis au départ d’eau froide.

. & Un extrait: un médicament résultant de DIévaporation jusqu’a

consistance fluide (extrait fluide), molle (extrait mou) ou séche (extrait sec)

d’une solution obtenue en traitant une plante par un liquide volatil, comme

lv’éther, l’alcoql ou l'eau.

. & Une infusion : le liquide obtenu en versant, hors du feu, une certaine

quantité d’eau bouillante sur des plantes ou des parties de plante. Aprés 15

minutes environ les principes actifs diffusent dans l'eau.

, % Une macération : une préparation obtenue en laissant des plantes ou des

parties de plantes en contact avec de l’eau froide, du vin, du vinaigre, de

I'alcool ou de T'huile pendant plusieurs heures ou plusieurs semaines selon

la plante.

& Une poudre : une préparation obtenue par pulvérisation ddns tn mortier

des plantes ou de parties de plantes desséchées.

& Une teinture : le liquide obtenu par la dissolution des principes actifs de

plantes séches dans de ’eau, de l'alcool ou de P’éther.

& Une tisane : le nom familier donné soit a l'infusion, soit a la décoction soit

encore a la macération.
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& Les sirops sont des préparations obtenues par dissolution de 3/5 de sucre dans 2/5 d’eau a

laquelle on incorporje des produits médicaux variables.

INDEX DES PROPRIETES

LS ANALGESIQU}E (ou antalgique) : qui atténue ou fait disparaitre la douleur

& ANTiRHUMA’;‘ISMAL : qui combat les rhumatismes

& ANTISEPTIQUE : enipéche l'infection

& ANTISPASMODIQUE : qui combat les spasmes, les convulsions
& APERITIF : qui stimule l'appétit |

& APHRODISIAQUE : qui excite le désir sexuel

& ASTRINGENT : qui resserre les tissus

# BACTERICIDE : qui détruit les bactéries

4 BECHIQUE : qui calme la toux

L CARDIOTONIQUE : qui fortifie le coeur

& CARMINATIF : qui chasse les gaz intestinaux

+ CHOLAGOGUE : qui favorise l'évacuation de la bile
& CHOLERITIQUE : qui augmente ia sécrétion biliaire
# DEPURATIF : qui purifie le sang

& DIGESTIF : qui facilite la digestion

& DIURETIQUE : qui accroit I'émission urinaire

& EMMENAGOGUE : qui fait venir les régles

* l'%XPECTORAN,T : qui dégage les voies respiratoires
% FEBRIFUGE : qui fait tomber la fiévre

& FLUIDIFIANT : qui rend plus fluide ‘

& GALACTAGOGUE : qui favorise la sécrétion lactée
& HYPERTENSEUR : qui éléve la tension artérielle

& HYPOTENSEUR : qui abaisse la tension artériellé

& HYPNOTIQUE : qui provoque le sommeil
/4% LAXATIF : qui fait aller a la selle

# NARCOTIQUE : qui favorise le sommeil, qui engourdit les sens
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‘& PECTORAL : qui stimule les voies respiratoires
+ PURGATIF : laxatif puissant

* RESOLUTIF : qui combat les inflammations

& SEDATIF: qui calme

\
+ SOPORIFIQUE : qui provoque le somméil

& STIMULANT : Qui favorise ou renforce uEnc fonction organique
& STOMACHIQUE : qu'i active la digestiori |

4 SUDORIFIQUE : qui fait transpirer

+ TONIQUE : qui augmente le tonus ]

& VERMIFUGE : qui combat les vers intestinaux

* VULNERAIRE : qui active la cicatrisation des plaies
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1. Le réactif de Dragendorff:

Solution A.: 2 g de subnitrate de bismuth, 25 ml d’acide acétique glacial et
100 ml d’eau. ‘

Solution B.: 40 g de iodure de potassium et 100 ml d’eau
Le réactif est préparé en mélangeant 10 ml des solutions A. et B. a 20 ml
d’acide acétique glacial et 100 ml d’eau.

2. Le réactif iodoplatinate:

5 ml de solution (5% m / V) de chlorure de platine (V), 5 g de iodure de
potassium, 5 ml d’acide hydrochlorique concentré et 100 ml d’eau.

.. 3. Le réactif de Marquis:

2 ml de solution (36% m / m) de formaldéhyde et 100 m! d’acide sulfurique -

concentré.

4. Extraction des alcaloides
L'extraction et lisolation des alcaloides & partir de matériel végétal

peuvent étre obtenues par une triple extraction liquide-liquide

Extrait de plantes Solution acqueuse
Alcaloides dans du el Sels - acide
chloroforme : d'alcaloides Chioroforme
Solution aqueuse | Solution acqueuse
Alcaloides < Sels . acide
Chloroforme d'alcaloides Chloroforme
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Dans les liquides physiologiques comme le sang, le plasma ou l'urine,

les alcaloides peuvent €tre extraits et isolés par une triple extraction 1it1uidc-

liquide
. Solution d'acide
Liquide Solution - d'acide sulfurique et
physiologique |sulfurique et sulfate Sels sulfate
o+ d'ammonium =P | d'alcaloides|d'ammonium
alcaloides Ether ‘ Ether
Solution alcaline Solution  d'acide
d'hvdroxyde sulfurique et
Alcaloides d'az’nmoxririum <= |Sels d'alcaloides |sulfate
Ether d'ammonium
Ether

A partir de l'extrait, une purification des alcalb'ides peut étre obtenue
par lintermédiaire de colonnes d’adsorption d’oxyde d’alumine ou de gel de

silice ou par l'intermédiaire de résines échangeuses d’ions.

Lors du processus d’extraction et de l'isolation d’alcaloides a partir de

matériel biologique, il existe un risque de formation de dérivés ou d’autres
altérations de la structure moléculaire de ces substances. Une isomérisation,
racémisation v'ou hydrolyse des alcaloides peut se produire si un milieu
fortement alcalin est utilisé pour la libération des bases libres. La formation
de dérivés peut aussi intervenir avec l'utilisation de solvants halogénés tel le

chloroforme, utilisé comme phase organique lors de Pextraction.




Annexes - Tests biologiques -

Traitement statistique :
Les valeurs obtenues sont exprimées sous forme de moyenne * Perreur
standard ( X = ES).

La moyenne : X =y X/N N : nombre de cas étudiés

g2 = (X7 - (£ X)2/N) x 1/(N-1). (variance)

S=(S?)1/2 (écart type)

ES =S/ (N)1/2 (erreur standard)

La comparaison des moyennes est effectuée par le test (t) de student de
formule :

t=Xz-X1/8(1/Nit N2

X; et X2 moyennes a comparer.

S : variance.

‘N, et N2: nombres des échantillons.
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Annexes - Examen phytochimique -

ANALYSE CHIMIQUE QUALITATIVE DES PRODUITS

25g PRODUIT VEGETAL EPUISE A L'ETHER

CONCENTRATION 50ml

'

v

Y

SOLUTION EXTRACTIVE ETHERIQUE PRODUIT VEGETAL
y . ]
20 ml solution concentrée v
10 ml sol. 3 ml sol. : 5 ml sol.
"~ évap. évap évap.
résidu + alcool , 3 ml sol. 3ml sol.
1 ml de HCI (c) evap.
résidu + Mg Al
+1,5ml résidu residu
solution alcoolique résidu gras se HCI (2%) +1 m! NH4OH
saponifie (distillation) -
) + eau + éther
résidu ardéme sol.aqueuse |
acide+ résidu +1ml eau
sol.étherique sol.aqueuse 1-2 gouttes (achaud) v
(insaponifiable) alcaline réactif de Mayer réa‘crzli on réaction
ou de Wagner Borntriger Liebermar.
10 ml.sol. ., ; Burchard -
acidification- +
+ &ther 1/2vel +0,5ml 9 yq),
résidu NH30H 10% - Témoin
l sol.étherique fluoréscence fluoréscenge
réaction l intenseen UV en UV
Burchardt | |
Liebermann résidu
stérols ou alcaloided - stérols ou
huile volatilg | triterpénes | acides grall pages I ﬂavono'ideHémodol:} [ coumariney triterpénds
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- Examen phytochimique -

PRODUIT VEGETAL

v

Epuisement avec le méthanol a reflux entre 2

CONCENTRATION

0-40 minutes

[SOLUTION EXTRACTIVE ALCOOLIQUE(50ml) —I lE{ODUl

T VEGETAL EPUISE A L'ALCOOL*I

y

3

| REACTION DIRECTES SUR SOLUTION(25ml) | [REACTION S

UR SOLUTION HYDROLYSEEQSml) |

Reflux 30 avec 1
ay

20 mi solution concentrée

L : . . ..
5 ml HC1 10% refroufxssement et extraciion 3 fois

ec 15 ml d'éther

i

‘ L

+ 2ml eags élimination de l'alcool

¥

1 ml.sol.
2-3 gouttes de-sol. Iml.sol. Lsol. Extrac

ive dthérique ' IEOI' Aqueuse acidel

FeCl, diluée - . T2mleau+t I
résidu (RNHIRCOG 20 gouttes de rouge anthocyanosides
+10ml HC110%  R. Fehling l ou tanins cathéchiques
(chauffage) 3ml de sol. .
g A e 5mldesol. 5 mi sol,
sol.aquense(RNH{T . COIC. I 'ml HCl(c)
+NH4OH 10%( pH 8-3) réaction + ' . : .
+ éther Borntriger i Mg 10 ml sol. virage du couleur a
i P.P.rouge . 4 conc. différents pH.
brique résidu +1ml eau
sol.étherique (4 chaud ) l
bleu foncé  vert foncé composeés ésidu
~ résidu+0,5 ml | réducteurs 0,5 ml anhydride
HCI(2%) RNH)CI acétique + 0,5 ml
¥ 12 vol 172 vol. chloroforme
¢ Ta vol. +0,5 ml
0,5 ml sol+ 0,5 ml sol+ e NHOH10%
2-3gouttes 2-3gouttes de . y réaction
réactif de Mayer o fluoréscence  fluoréscence Liebermann
¢ reactit de Wagner o, UV intenseen UV Byrehardt
Pl ¢ antocyanosides
.blanc
P.brun
L | ‘ [ —'"‘L_j
vert bleu vert violet
{anins tanins alcaloides| : . hétérosides heterosides
galliques cathéchiques sels j Lcoumar mes { stéroliques tritepéniques




Annexes - Examen phytochimique -

| PRODUIT VEGETAL |

l

Epuisement avec de l'eau a chaud

SOLUTION EXTRACTIVE AQUEUSE PRODUIT VEGETAL

, - !

REACTION DIRECTES SUR | REACTION SUR SOLUTION |

( voir solution éxtractive alcoolique )

¢ I I ]

1 ml.sol. 2 ml sol. “ rs m].so(RNH) RCOO 2 ml sol.
+ 1 ml eau+ 5-8 gouttes = Q. + 1misol. 1 mlsol
2-3 gouties de sol. R. Fehling + NELOH 19%( pH=3-9) 10 ml alcool + réactif
FeCk diluée (chauffage) extrac. 3 fois avec 10 ml d'éthér( acéione ) cau d'amidot
, ' _ ( chloroforme) 4-5 gouttes agitation
hématoxiline  forte
filtration
sol. éthérique
(Iw chloroforme )
+3 fois 2 ml HCI 10% sol. hydro-
alcoolique
er_——L l : (rejetée)
blcu foncé  vert foncé o, Y . v
P.P.rouge sol. aqueuse acide sol.éthérique : coloratior
+ 1. snuise
brique ®RNE) O épuisée ‘ ‘ \ ‘bleu
lavage écume
du précipité -
avec persistanie
1/3vol. 183 voll  1/3 vol. alcool '
23 gouties lemom 9 _345uttes de
réactifs de Mayer | réactif de Wagner
l | l précipité
violet
P.blanc P.brun
l I
v \

tanins tanins composés| | alcaloideb ; : i L'l
gallique§ | cathéchiquep] réducteurs 1s ‘ polyuronides saponosides| | amidon
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3.43

10.857

ALCALOIDE

.........

........

.........

.......

.........

.......

______

Current Data Parameters
NAME 2pr30-2003
EXPNO 430
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20030430
Time 18.27
INSTRUM spect

" PROBHD Smm QNP 1H

POLPROG 2g30

D 32768
SOLVENT MeOH

XS 32

DS 2

SWH 4139.073 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
a0 3.9584243 sec
RG 2298.8

™ 120.800 usec
DE 9.00 usec

- TE . 300.0 K

ol 1.00000000 sec

==szzzzc==z= CHANNEL £l ====s=s==s====
Nocl 18

Pl 9.50 usec

Ll -6.00 a8

.. SFO1 200.1312359 MHz

F2 - Processing parameters
s 32768
SF 200.1300079 Mz
oW EM
SSB 0
LB 0.30 Bz
GB 0
B 1.00

1D MR plot parameters
wd 30.00 em

F1P 11.000 ppm
Fl 2201.43 Bz
F2P ~1.000 ppm

F2 -200.13 Bz
PPMCH 0.40000 ppm/cm
HICH 80.05200 Bz/cm



.t ( (- ( N (.o (. R T T e
B oo e T h : Current Data Parameters
: - NAME Apr30-2003
EEEEERCRREERCEEEEE8E8AREE 2BEZESq83aqs PROCNO 1
.............................. SNE=ssna

F2 - Acquisition Parameters

Wz WEEY B

INSTRUM spect
. PROBED 5 mm QNP 1H
PULPROG 2gpg30
: : D 65536
SOLVENT MeOH
\ RS 1024
s 4
SWH 12562.814 Hz
! FIDRES 0.191693 He
» AQ 2.6083827 sec
RG 8152
B i - 39.800 usec
B DE 9.00 usec
. TE 300.0 K
: bl 2.00000000 sec -
; . : . Dil 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
s===czs=z=== CHANNEL f1 =======z=z==c
NoCl - .13C
Pl 6.00 usec
PLl -6.00 dB
SFO1 50.3282440 MHz
=xzzz=zs==== (HANNEL £2 =s===========
CPDPRG2 waltzié :
; ‘NUC2 1"
- : ) PCPD2 100.00 usec
: : PL2 ~6.00 dB
PL12 17.00 48
PL13 20.00 dB
3 SF02 200.1308005 MHz
"
o F2 - Processing parameters
. s 32768
! SF 50.3226375 MHz
i oW b
] 8B 0
. 1B 1.00 Hz
. GB 0
S ) 1.40
1D NMR plot parameters
4 30.00 cm
. F1P 215.000 ppm
! p Fl 10819.37 Hz
" ¥ ) F2p -5.000 pom
F2 . . -251.61 Bz — T T
_ ~ _ : : : : : : : PRMCH 7.33333 pon/en -
0 HICH 369.03265 Ez/cm

T T T T T T T T T T T T T v T T i T T T
w_mo 140 120 100 80 . 60 40 20
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3 8 5 8 3 3 3 8
N %
o
3
®
Y]
/ 3009.14
2853.86 ——
bS
3
/k;
1462.81 e
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5.3489
5.341¢6
5.3354
53293
- —3.6510

£

**¥ Current Data Paramete
I g o
= N > ) =N o oo EXPNO : 21.
h 4_4 ._/. 7T =T PROCNO  : g
_ _ x ‘_\‘ *** dequisition Parameters
NS : I
o1 : 6000.0(
o2 : 10.0(
\\w : SW_k : 6024.09¢
iy : 3276¢
*** Processing Parameters
LB : 0.1
SF > 300.133364(
ST s 1638-
**% |D NMR Plot Paramete,
Starz : 6.0
Stop : . 0.0,
YScale : - 99.8:
SR : 3364.0(
s+ pepect 3000 Parameters
-CPULSE  : 0.00¢
NS : 1t
SFREQ > 300.133364¢
DATTEN : -6:
RGAIN_AC : <
DDATE  :  1974/Nov/.
ATIME 03:45:41
SR : 3364.01

1 Integral




(opm)

) (- (. (. { L r- R ( S G (- - R (" .
- N G N — N i . : - *** Current Data Parameters ***
< e S o 0565 05 b b MO XTOVC NI ANNSDS= AR NNDSS ypyo 212
= [T JIJIJAIRNAIR

1 | PROCNO : !
m _ **¥ Acquisition Parameters ***
NS : 3000
or 6900.00 Hz
o2 : 4700.00 Hz
SW_h - 18518.519 Hz
D C 65536
*** Processing Parameters ***
LB ' 0I0H:
SF > 75.4685950 MH=
ST - 32768
_ *xx 1D NMR w\c.awnESNRJ b
I o T Star 180.00 ppm
Stop 0.00 ppm
_ YScale 164.04 %
SR : -1405.00 Hz
. *** dspect 3000 Parameters wxs
_ * CPULSE 0.000 usec
NS : 3000
“_ _ SFREQ 75.4685950 MHz
DATTEN 22dB - .
_ RGAIN_AC : 320
DDATE 1974/Nov/01
_ ATIME 03:41:33
ey _ SR © -1405.00 Hz
|
i) |
. \ w i \_&_ | - L ) Loy C*L:F
—_.::._._::_._:_:j]:_lj:::.:__*::-:...._::_.::_.:_::__.::__..._.__.:_:::A_\.:.::_:._.._:AJZ__._._.:_:__._:._.__.:.____.:q:__:...::.]44::
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 30 40 30 20 10
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