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Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique.
H.E : huiles essentielles.

Rotavap : évaporateur rotatif.

CCM : chromatographie sur couche mince,

CPG : chromatographie en phase gazeuse.

CPG/SM : chromatographie en phase gazeuse couplée 4 la spectrométrie de masse.

DCM : dichlorométhane.
MeOH : méthanol.
AcOH : acide acétique.
ml : millilitre.

pl : microlitre.

°C: degré Celsius.

-mg : milligramme.

g : gramme.
Rf': facteur de rétention.

tr . temps de rétention.

ATB : antibiotique.

MH : Mueller-Hinton.

DMSO : diméthyl formamide.
P.a: Pseudomonas aeruginosa.
E.coli: Escherichia coli.

S.a : Staphylococcus aureus.

DPPH : 2,2-diphenyl-1 -picryl-hydrazyl.
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Introduction générale.

Gravés sur des parois rocheuses ou sur des poteries en terre cuite, les témoignages de
Pintérét de ’homme pour les plantes datent depuis la Préhistoire. Le régne végétal, lui
fournissant en grande partie son alimentation, il fut son premier champ d'expérience. Peu a
peu, il a appris & discerner les propriétés des plantes, leurs vertus et leur toxicité. Elles ont
constitué sa principale source de remedes contre les nombreuses maladies qui n’ont cessées de
affecter depuis sa création [1]. L’extraordinaire richesse du vocabulaire populaire pour
désigner les plantes nous en dit long sur les connaissances médicales de Phomme des champs
des temps passés, qui voyait au bord du chemin, a I’ombre des haies, dans les bois et dans les
prés, la pharmacie du bon Dieu qu’il avait sous la main [2]. Mais qu’est ce qui I’a guidé a
employer une plante plutdt qu’une autre ? Le hasard ? La religion ? La superstition ?
L’expérience certainement [1].

Aujourd’hui comme jadis, la médecine moderne dépend beaucoup des plantes [2]. Est-
il nécessaire de rappeler que des « remédes » aussi efficaces que la quinine, chef de file des
antimalariques, la morphine, analgésique majeur, I’ergot de seigle aux vertus antimigraineuses
ou le curare aux propriétés myorelaxantes sont d’origine végétale ! [2, 3]. Ainsi, sous leurs
conditionnements hermétiques, gélules et comprimés contiennent souvent des extraits
végétaux ou des produits d’hémisynthése d’origine naturelle [2, 4]. Malgré les efforts des
chimistes de synthése pour trouver de nouvelles molécules, plus de 25 % des médicaments
prescrits dans les pays développés dérivent directement ou indirectement des plantes [5].

Malheureusement, dans la majeure partie du monde la plupart des utilisateurs
recourent aux plantes parce qu’ils n’ont pas accés a la médecine moderne. Pour atténuer le
parti-pris, la défiance et I’ignorance 4 leur égard il faut leur donner des assises scientifiques.

_En effet, bien que leur utilisation pour se soigner soit vieille comme le monde, la
rationalisation de leur action n’a véritablement trouvé sa dimension que treés récemment [6].

Le probléme majeur que pose la phytothérapie est que ses adeptes s’appuient, d’abord
et avant tout, sur la « tradition ». Pourquoi pas ? Mais tradition ne vaut pas preuve. Au-dela de
la tradition, le raisonnement s’appuie sur des propriétés pharmacologiques, mises en évidence
invitro et in vivo. 7).

Alors que la composition et la concentration des produits actifs d’une plante varient
selon la saison, la partie employée et le lieu de cueillette, les techniques modernes permettent
d’isoler les molécules chimiques des végétaux, de les doser rigoureusement et d’assurer une
efficacité qui restera inchangée plusieurs années [2]. C’est dans cette problématique que se
place ce présent travail.

En se basant sur les résultats d’une enquéte ethnopharmacologique effectuée aupres de
la population de la région de Tlemcen, et dans le but de la valorisation des plantes médicinales
de I’Ouest algérien, nous nous sommes intéressés a I’étude d’une Poaceae i activité
hypoglycémiante : Ampelodesmos mauritanicus  (Poir.) T. Dur. & Schinz, connue sous le
nom de « Diss ».

S (1Y T

|

Zy:‘




Introduction générale.

Dans cette étude ethnopharmacologique, on mentionne que le décocté des racines
d’Ampelodesmos mauritanicus pris oralement par des personnes diabétiques, en cas
de nécessité, diminuerait le taux de glycémie de 2.6 4 1.15 g/l [8]. Cette plante est aussi d’une
grande valeur écologique, car grice a son systéme racinaire, elle permet de lutter contre
I'érosion dans les régions de steppes arides. Elle n’a cependant fait ’objet d’aucune étude
antérieure de type chimique ou biologique.

Le présent travail est divisé en deux parties :

La premiére partie consiste en une recherche bibliographique, elle est subdivisée en
quatre chapitres. Le premier chapitre consiste en une description de la famille de la plante,
ainsi que de la plante elle méme. Le deuxiéme contient un bref rappel sur les principales
classes des composés actifs des plantes. Ensuite un troisiéme chapitre sur les huiles
essentielles. Et enfin un quatriéme et dernier chapitre décrit quelques activités biclogiques des
plantes.

La seconde partie est la partie pratique, elle est subdivisée en deux chapitres. Le

premier présente les travaux réalisés sur la plante, a savoir : o

v" La détermination des différentes classes de familles chimiques présentes dans la
plante par criblage phytochimique. )

v Laréalisation des extractions en utilisant le Soxhlet dans des solvants a polarité
croissante.

v La tentative d’isolation de composés purs, en réalisant une chromatographie sur
colonne sur un des extraits de la plante. B

v' L’extraction des  huiles essenticlles des feuilles et des fleurs par
hydrodistillation.

v" La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle des feuilles
analysée par CPG et CPG/SM.

v' L’évaluation des activités antimicrobienne et antioxydante des différents
extraits et de I’huile essentielle des fleurs par comparaison a des produits de
référence.

Et enfin, le second chapitre de cette deuxiéme partie discutera des résultats obtenus
dans cette étude. ~
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Introduction générale.
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Chapitre | : Description botanique.

I- Présentation de la famille des Poacées (Graminées) :

C’est la famille du BIlé [1], de I’Avoine [2], du Riz [3], du Mais, des céréales en
geénéral [4] (a I’exception du BIé noir ou Sarrasin qui est une Polygonacée [5]). Cette famille,
parmi toutes celles du régne vegeétal, occupe une place a part, non seulement par le nombre de
ses espéces, mais encore par son ubiquité, sa répartition et son intérét humain, historique
comme économique [4].

L 1- Genre et espéces : la famille des Poacées renferme environ 10.000 especes, et entre
650 et 765 genres [6]. Elle se range aprés les Astraceae, Orchidaceae et Fabaceae par son
nombre d’espéces [7].
L. 2- Répartition géographique: cosmopolite [8], depuis le désert jusqu’aux habitats
d’eau douce ou marins, a toutes les altitudes a I’exception des plus extrémes [4]. Les types
de végétation dominés par les Poacées, comme les prairies et les plaines d’Amérique du
nord, les pampas d’Amérique du sud, le veldt africain, les riziéres et les steppes de
I’Eurasie totalisent environ 24 % de la vegétation du globe. Elles sont sans rivales parmi
les angiospermes par la surface qu’elles occupent sur la terre [4, 9].
L. 3- Description et caractéristiques générales de la famille : x

Les Poacées sont des plantes herbacées, annuelles ou vivaces [10-12] par un rhizome
[12], souvent cespiteuses [9] et généralement de faible dimension [4]. Le systéme
racinaire : il est formé de racines adventives [6], fibreuses produites par les nombreux
neeuds de la base de la tige : généralement fasciculé il permet a la plante de se fixer
solidement dans le sol bien que les racines ne pénétrent pas en profondeur [6, 13]. Les
tiges : elles portent le nom de chaumes [4, 12], elles sont cylindriques, creuses, sauf au
niveau des nceuds [9]. Les fenilles sont alternes sur deux rangs, distiques, limbe rubané [7,
12]. Ligule membraneuse ou poilue. Gaine fendue formée par le bas de la feuille entourant
la tige. Elles sont insérées au niveau des nceuds [10]. L’inflorescence : une ou plusieurs
fleurs réduites sont regroupées en une unité florale de base, ’épillet, situé au dessus de
deux glumes [8, 14]. Les épillets, bisexués (unisexué : Zea), disposés de maniére distique,
forment des inflorescences en €pis, en panicule ou en grappe [9]. La fleur : petite,
achlamyde, trimére, isostémone, hypogyne, bisexuée, parfois unisexuée, entourée de deux
glumelles (paléole supérieure et lemme inférieure) pouvant étre munies d’une aréte de
dispersion [4, 6]. Périgone réduit représenté généralement par deux lodicules (trois chez les
Bambuseae), dont la turgescence permet ’ouverture des glumelles [9]. Trois, parfois six
étamines (Festuca: une ; Anthoxanthum : deux) ; anthéres profondément sagittés ;
déhiscence longitudinale. Ovaire supere, uniloculaire ; deux (- trois) styles ; deux (- trois)
stigmates généralement plumeux ; ovule solitaire, anatrope [9]. Le fruit est un grain ou
caryopse, c'est-a-dire fruit sec [10], indéhiscent, dont le péricarpe dur est adhérent au
tégument interne de ’ovule, le tégument externe de 1’ovule disparaissant pendant la
maturation. Graine & petit embryon et albumen amylacé [9]. Paléole plus courte que le
lemme
L 4- Importance : Le Prix Nobel de la Paix attribué en 1970 pour la premiére fois & un
scientifique, 1’agronome Norman Ernest Borlaug pour ses travaux sur la sélection de
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Chapitre | : Description botanique.

nouvelles races de blé a haut rendement, tradui
dans la vie des hommes de tous les temps [4, 15
L 4. 1- Ecologique : en ce qui concerne le méta
famille qui, de loin, possede le
différencient deux types de chlo
supérieur 4 la moyenne [4 ,18]

canne a sucre appartiennent a ce type [4].

I. 4. 2- Alimentaire : La famille des Poacées comp
céréales. Zea mays
vitamine E [9], Saccharum officinarum : canne 4 sucre : sa
I. 4. 3- Fibres :

[23].

1

bolisme du carbone, les Poacées sont la
plus d’espéces dites en C4 [16, 17]. Ces espéces, qui
roplastes, fixent le COg, avec un rendement 4 3 5 fois
. La plupart des céréales (Mais, Sorgho, Mil...) et la

te dans ses rangs les prestigieuses
(mafs) : vitamine K [19], Tricticum aestivum (blé ou froment) :
ccharose [20].

Stipa tenacissima [21], Bambusa [22], Ampelodesmos mauritanicus

I. 4. 4- Essences : Cymbopogon nardus (citronnelle) [24], Cymbopogon citratus
(lemon-gras) [24], vetiveria zizanioides (vétiver) [25].

I. 4. 5- Médicinale :

Tableau (1) : propriétés médicinales de quelques Poaceae

Plante Région Partie utilisée | Voie Activité
, d’administration ’
Oryza sativa L. | Chine Paille séche Orale Hépatite [26]
(décocté)
Inde Graine Orale Fiévre typhoide [27]
(poudre)
| Iran, Graine Orale Diarrhée [28, 29, 30]
Mexique,
\ Nicaragua
Hordeum Afghanistan | Fleurs Orale Contraception [31]
vulgare L. Argentine Fruits secs Orale Infections urinaires et
(décocté) respiratoires [32]
Chine, Inde | Fruits secs Orale Diabéte [33, 34]
(décocté) ‘
Italie Graines orale Galactagogue [35]
| séchées
(infusé)
Graines Compresses Calme les douleurs
(bouillie) articulaires et
rhumatismales [36]
Saccharum Brésil Feuilles orale Hypertension, induire
officinarum L. fraiches la diurése. [37]
(extrait
aqueux)
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Chapitre 1 : Description botanique.

1. 5-‘Toxicité des Poacées:

Les Poaceae constituant 1’essentiel de I’alimentation des herbivores, en particulier des
animaux de rente, elles suscitent une multitude de travaux, y compris dans le domaine
toxicologique [38]

Elles peuvent étre nocives par nature dans la mesure ou elles synthétisent et
accumulent des constituants toxiques : oxalates de certains Cenchrus, Digitaria, Setaria ou
Pennisetum ; alcaloides des Phalaris [39]; hétérosides cyanogénes du sorgho et de
Cynodon spp. ; saponosides photosensibilisants secondaires, etc. Elles peuvent aussi
devenir dangereuses a la suite d’une contamination par des endophytes [40]: c’est en
particulier le cas des fétuques et des ivraies. Dans les deux cas, le probléme concerne au
premier chef éleveurs et vétérinaires [41-45].

Un cas qui concerne I"’Homme, celui des ingestions accidentelles d’essence de
citronnelle, i.e d’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de Poaceae appartenant au
genre Cymbopogon : C.nardus L. ou C. winterianus Jowitt. Plusieurs cas ont été décrits
chez des jeunes enfants. La symptomatologie est plutdt discréte (toux, haleine
caractéristique) et, si un cas mortel est connu, il est probable que les conditions de la prise
en charge de Iintoxiqué ont participé a précipiter I’issue fatale [46]. | )

Les arétes barbues de certains représentants de la famille (Ex. : Hordeum murinum
L.) peuvent provoquer des microtraumatismes, des inflammations oculaires {Avena fatua
L. [47]), voire des pneumopathies. On se méfiera aussi des feuilles coupantes de I’herbe de
la Pampa, « Gynerium » = Cortaderia selloana (Schutlgs & Schutles ) Asch. & Graebner
[38].

L’homme n’est pas le seul 2 étre parfois incommodé par ces éléments agressifs : on
connait, entre autres, des exemples des cas de stomatites avec Iésions gingivales ulcéreuses
provoquées par les barbes de Setaria sp. Chez les chevaux [48]

ai
i

T | 17 T

|




Chapitre 1 : Description botanique.

II- Présentation générale de la plante :
IL 1- Classification de la plante [60]:

Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Super division : Spermatophyta (plantes a graines)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Classe : Liliopsida (monocotylédones)
Sous classe : Commelinidae
Ordre : Poales
Famille: Poaceae
Genre : Ampelodesmos Link
Espéce : Ampelodesmos mauritanicus (Poir.) T. Dur. & Schinz

II. 2- Origine du nom :

Le nom Ampelodesmos est originaire de deux anciens mots grecs, ampelos @umehog
(vignes) [49-50] et desmos deopn (attache) [49], ce qui fait allusion 4 [’ancienne
utilisation par les fermiers de ses feuilles pour lier les vignes [6, 49-52].

Mauritanicus- a- um, veut dire originaire de I’ Afrique du nord [49] (Maurétanie et non
pas Mauritanie).

@

IL. 3- Noms vernaculaires :

e France : Ampelodesmos de Mauritanie, Diss [53].
* Espagne : Carritx, Carcera, Carrizo [54].
e [Italie : Saracchi, Tagliamani[55], Ampelodesma, Disa [23], Agri, Acra [56].

* Angleterre: Mauritanian Grass [57], Vine reed [6], Mauritania Vine reed, Rope grass
[52], Dis grass, Diss grass [50].

¢ En arabe: Dis, Diss, Adeles [50].

IL. 4- Quelques synonymes :

»  Ampelodesmos bicolor (Poir.) Kunth. [50]
»  Ampelodesmos tenax (Vahl) Link. [50, 58]
*  Ampelodesmos effusus Steud. [50]
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Chapitre 1 : Description botanigue.

IL 5- Description botanique :

C’est une plante vivace qui croit en touffes dans
les lieux les plus arides, dans les fentes des rochers [59].
Grande panicule (50 cm de long) [58, 60], verdatre ou
panachée de violet et de rouge en mai-juin, devenant
dorée et persistant sur la plante de juillet & octobre[61],
étroite, interrompue, subunilatérale, penchée au sommet,
trés rameuse [60] ; rameaux pubescents et rudes, divisés
presque dés la base [62].

Inflorescence : composée d’épillets [50].

Epillets : verts violacés [63], longs de 10-15 mm
[51, 60], indépendants, & composition variable & 2, 5 fleurs
fertiles hermaphrodites [50, 60, 63,64] disposées sur un
axe articulé couvert de poils [50]. Rachéole velue, se
désarticulant au dessus des glumes et entre les fleurs [63].
2 Glumes aigiies, presque égales (inférieure : 7-10mm ;
supérieure 9-12mm), bien plus courtes que les fleurs.
Carénées, aristées, 3-5 nervures, persistantes, acuminées,
mucronées. Glumelle inférieure bidentée au sommet,
légérement artisée, couverte dans sa moitié inférieure de
poils blancs-soyeux, ciliée sur les bords, 5-7 nerviée ; SN
glumelle supérieure bicarénée cilide [62]. Figure (1) : photo

, Fleur : Lemme longue de 10-15mm, linéaire- d’Ampelodesmos mauritanicus.
lancéolée. Cornée, velue sur la moitié inférieure du
dos ; 5 nervures. Briévement bifide, a aréte sinusale
longue de 1-2mm. Paléole plus courte que le lemme. 3 étamines. Stigmates latéraux [50, 63].

Fruit : presque linéaire, cylindrique marqué d’un sillon longitudinal et couvert par les
écailles.

Feuilles : (100cm x 7mm) d’un vert gai, allongées, raides, étroites, linéaires,
canaliculées, acuminées-subulées, scabres 2 la face supérieure et aux bords ; ligule lancéolée
(8-15mm), triangulaire, aigué, membraneuse, ciliée [51, 62, 63].

Chaumes : dressés (300cm x 8mm), robustes, souche courte et fibreuse [62].
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Chapitre I : Description botanique.

Figure (3) : Inflorescence Figure (4) : Feuille

Figure (5) : représentation schématique

des différentes parties de la plante.
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Chapitre I : Description botanique.

IL. 6- Répartition géographique :

C’est une plante originaire du bassin meéditerranéen mais qui a été introduite ailleurs et
cultivée comme plante ornementale [50, 51, 60]. Trés répandue dans I’ Afrique-du-Nord
[6], en Algérie [61, 66] (Région montagneuse boisée, forét de pins d’Alep et hauts
plateaux [66]), en Tunisie [50, 61] et au Maroc [6, 67]. On la trouve aussi dans les régions
séches de la Grece [6, 63], a I'Espagne (Majorque, Minorque, Ibiza [68]), en Italie
(Sardaigne, Sicile) [63] et en Turquie aussi [50, 68]. En France, on la trouve dans les
départements des Alpes-Maritimes, du Var, [61] de la Corse-du-Sud [61, 63] et de
I’Hérault [69]. Elle a été introduite aux Etats Unis en Californie [51, 52], et aussi en
Angleterre ot on la trouve & Kew dans The Royal Botanic Garden, et 2 Colchester dans le
Beth Chatto’s [6].

IL. 7- Utilisations :

Les fevilles d’Ampelodesmos mauritanicus renferment 70 % de fibres textiles, elles
ont ét¢ employdes a fabriquer des tissus, du papier de trés bonne qualité, des paniers, des
balais, des cordages, des nattes dont on se servait pour lier les vignes [61, 70]. Elles servent '
aussi a couvrir les constructions légéres et rapidement établies [61]. Les feuilles jeunes
sont d’une grande ressource pour la nourriture des bestiaux quand les autres herbes sont
desséchées [61, 70]. On en fait usage comme crin végétal ; elle posséde I’avantage
d’¢loigner les insectes qui rongent les étoffes [70]. Des feuilles on tire une espece d’huile
appelée « Azeite de juncos » [71].
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Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

La croissance et le développement des plantes dépendent du bon fonctionnement des
cellules qui les composent [1- 3]. La composition d’une cellule 4 un instant donné est un
equilibre entre des composés résultant de réactions de synthese et de réactions de dégradation.
L’ensemble de ces réactions est appelé métabolisme (du grec : metabolé, changement) [6].
Historiquement, les composés résultant du métabolisme ont été séparés, selon I’importance de
leurs fonctions dans les plantes, en métabolites primaires et secondaires [2, 6, 7].

I- Métabolites primaires :

Ou ce que I'on désigne par les « quatre grands » [1, 2]. Ce sont des composés
cellulaires essentiels [S], communs 2 tous les étres vivants [1], dont ils constituent I’essentiel
du poids sec [2]. Ils servent a la subsistance et 3 Ia reproduction, non seulement de la plante
elle-méme, mais aussi des animaux qui s’en nourrissent [6, 7]. Ce sont les glucides, les
lipides, les protéines et les acides nucléiques. [1, 2, 6, 7]

II- Métabolites secondaires : ,

Ce sont des composés qui n’ont aucun rdle dans les processus vitaux de base de la
plante (croissance, développement) [4, 6, 8]. Ces molécules sont souvent produites en
extrémement faible quantité [5, 6]. Les métabolites primaires sont souvent indispensables a
Iaction des métabolites secondaires en intervenant dans les réactions enzymatiques [9].

Les voies métaboliques secondaires de la plupart des plantes produisent les mémes
squelettes moléculaires de base, mais ceux-ci sont « décorés» avec des groupements
fonctionnels de fagon hautement spécifique, de telle sorte que des composés précis ne peuvent
se trouver que dans une ou quelques espéces de plantes [5].

, Ces métabolites sont des produits médicinaux, des colorants, des matiéres premicres
pour les industries chimiques (gommes, résines, caoutchouc...) et comprennent aussi tout un
ensemble de substances utilisées pour aromatiser les aliments et les boissons [6]. En raison de
leur valeur, les chercheurs en chimie organique ou ceux qui s’intéressent aux substances
naturelles, ont étudié les métabolites secondaires depuis des siécles [6]. Cependant, jusqu’a
une épdque récente, ces métabolites ont été considérés comme des produits de déchet du
métabolisme chez les plantes [2, 6].

Durant ces trois derniéres décennies, il a été montré que de nombreux métabolites
secondaires jouaient un role écologique important [10, 11, 12]. IIs défendent les plantes
contre les herbivores, en rendant les plantes peu appétibles, voire répulsives ou toxiques [2, 5,
6, 7, 12, 13]. Ils exercent aussi une action anti-nutritionnelle contre les herbivores et les plus
nocifs se trouvent dans les dicotylédones [12]. Ils préservent aussi la plante contre les agents
pathogénes et les infections microbiennes (2, 6, 5, 13, 14]. Certains, les phytoalexines, sont
des substances antimicrobiennes produites uniquement aprés une blessure ou une attaque par
les bactéries ou des champignons [2]. Ils interviennent aussi pour attirer les agents chargés de
la pollinisation, ou de la dissémination (dispersion) des fruits [2, 6, 15]. Certains d’autres
assurent une protection contre les radiations solaires [2].

Il 'y a trois classes principales de métabolites secondaires chez les plantes : les
composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides [2, 3].
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IL 1- Les composés phénoliques:

Représentent plus de 8 000 espéces moléculaires connues [16], et bien qu’étant trés
diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles [17, 18]. 11 existe plusieurs classes (tableau

1) [19].

ele
carboné

énols simples

Tab!eau ,(1‘) : Les principales classes de composés phénoliques [18- 20].

Exle

Catheco )

1ne (Exe)

Acide

hydroxybenzoiques I

p-Hydroxybenzoique

Epices, fraise

Acides

hydroxycinnamiques |

Acides caféique,
férulique

Pomme de terre,
pomme.

Coumarines

Scopolétine, esculétine

Citrus

Naphtoquinones

Juglone

Noix

Stilbénes

Resvératrol

.. Vigne

Flavonoides
Flavonols
Anthocyanes
Flavanols
Flavanones

Kaempférol, quercétine
Cyanidine,
pélargonidine y
Catéchine, épicatéchine |
Naringénine

Fruits, l[égumes,
fleurs :
Fleurs, fruits rouges
Pomme, raisin =~}
Citrus

Isoflavonoides

Daidzéine

Soja, pois

Lignanes

Pinorésinol

Pin

Lignines

Bois, noyau des
fruits

Tannins

IL. 1. 1- Les flavonoides :

Raisin rouge, kaki

Ce sont des pigments quasi universels des végétaux, responsables de la coloration
des fleurs des fruits et méme des feuilles [21- 23], ils dérivent tous du 2-phénylchromone,
et possédent le méme élément structurale de base Cg-C3-C (squelette de base a 15 atomes
de carbone constitué de deux cycles en Cg (A et B) reliés par une chaine en C;) [6, 22].

A Tétat naturel ils se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides ou
flavonosides [21- 23]. Cette famille est divisée en plusieurs sous familles [24, 25]:

flavanols  (catéchine),

flavonols  (quercétine),

flavones

(lutéoline),

flavanones

(espéridine), anthocyanidols (malvidine), isoflavones ( daidzéine et génistéine).

| A

e |
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IL 1. 1. 1- Structure générale [19]:

5 4

I 1. 1. 2- Propriétés biologiques : ‘

Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de I’insuffisance veineuse et
de la fragilité capillaire [21-23] : Phespéridine et la rutine, présents.dans plusieurs
plantes, dont le sarrasin, Fagopyrum esculentum et le citronier, Cirus limon. [24]

Les isoflavones qu’on retrouve dans le soja, Glycine max, et dans le tréfle rouge
Trifolium pratense sont efficaces contre les troubless liés 3 la ménopause [24]. Par ses
flavonoides, le soja permet aussi de réduire le taux du mauvais cholestérol [27].

Un flavonole : la quercétine, qu’on trouve dans plusieurs plantes médicinales comme le
ginkgo Ginkgo biloba, diminue le risque cardiovasculaire et le risque des cancers
(propriété antioxydante) [27].

Des flavonoides plus lipophiles peuvent également perturber les membranes
microbiennes [28]. La catéchine, la forme la plus réduite de l'unité C; dans des
composés de flavonoides, se trouve dans le thé vert d’Olong et exerce une activité
antimicrobienne [29] contre Vibrio choléra [30], Streptococcus mutant [31,32],
Shigella [33], d'autres bactéries et micro-organismes.

D’autres propriétés ont ét¢ mises en évidence : diurétiques, antispasmodiques, anti-
inflammatoires [22].

IL 1. 2- Les anthocyanes :

Présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides [21, 23], leur gamme de
couleur va du rouge au pourpre et au bleu [2, 21, 22]. Comme la plupart des
flavonoides, ils agissent comme signaux visuels pour attirer les pollinisateurs, oiseaux et
abeilles [2, 3, 6].
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Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

IL.1.2.1- Structure générale [19]:

Z

OH

OH
Figure (2): Squelette moléculaire de base des anthocyanes.
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I1.1.2.2- Propriétés biologiques :

Ces composés ont des propriétés pharmacologiques trés proches de celles des
flavonoides vu leurs structures trés semblables [21, 23]. Ces puissants antioxydants
nettoient I’organisme des radicaux libres. Ils maintiennent une bonne circulation,
notamment dans les régions du ceeur, des mains, des pieds et des yeux [4, 6, 24]. La
miire sauvage Rubus fruticosus [24], la vigne rouge Vitis vinifera en contiennent des
quantités appréciables [1, 22, 23].

IL.1.3- Les tanins : (on écrit aussi tannins [34D).

Ce sont des polyméres phénoliques complexes solubles dans I’cau qui ont
certaines propriétés spécifiques telles que le pouvoir de précipiter les protéines du derme
[2, 35, 36], propriété utilisée pour le tannage des peaux, c'est-a-dire pour les rendre
imputrescible [2, 22, 23, 34, 37]. On distingue deux types de tannins, les tanins
hydrolysables (esters d’un sucre (ou polyol apparent€) et d’un nombre variable de
molécules d’acide phénolique) et les tanins condensés (polymeres flavaniques constitués
d’unités de flavan-3-ols) [21-23].
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IIs agissent sur les protéines salivaires en les précipitant. Ce sont des astringents
[37]. 1Is donnent un gout amer & I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la
consommation pour les insectes ou le bétaj [24, 37].

__IL13.1- Structure générale [19] :

Acide ellagique
i~

|
Ry

0 N
° G~—¢
Gallotannin

Ellagitannin
Figure (3) :

Structures des tannins hydrolysables et des acides associés (G= galloyl).

R=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine
R= OH : unité procyanidine, dérivée de la gallocatéchine

Figure (4) : Exemple de structure d’un tannin condensé,
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Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

I1.1.3.2- Propriétés biologiques :

La plupart de leurs propriétés sont lides a leur pouvoir de précipiter les molécules
protéiques [21, 22]. Ils permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les
infections [24]. Les plantes riches en tannins sont utilisées pour rendre les tissus
souples, comme dans le cas des veines variqueuses [22- 24], pour drainer les sécrétions
excessives, comme dans la diarrhée [21, 24], et pour réparer les tissus endommagés par
un eczéma ou une brillure [24].

On leur reconnait d’autres propriétés : contre-poisons en cas d’intoxications par les
alcaloides [22], inhibiteurs enzymatiques [23), piégeurs de radicaux libres [22], et aussi
des activités antimicrobiennes [38]. Les écorces de chéne Quercus robur et d’acacia
Acacia catechu sont riches en tanins [24].

I1.1.4-Les coumarines :

Parmi les composés aromatiques hétérosidiques présents dans les plantes, les
coumarines dispensent une odeur agréable de foin fraichement coupé [37]. Ce sont des 1-
benzopyran-2-ones. On distingue deux types [21] :

Les coumarines simples substituées en Ce-C7 soit par les hydroxyles ou leur forme
méthoxylés [21]. Les coumarines complexes, telles que les furocoumarines (Coumarines
auxquelles est accolé un cycle furane en position Cg, C; [37]) et les pyrannocoumarines
[21].

II.1.4.1_-Strructure générale

Coumarines Furocoumarines
Ombelliférone : Rj=H, R,= OH Psoraléne : R3=H
Scopolétine : R;=OCHj, R,= OH Bergapténe : R3=OCHj,
Aesculoside : Rj= O-glucose, Ry= OH

Figure (5) : Structures de quelques coumarines [37].

I1.1.4.2-Propriétés biologiques : _

Les coumarines du mélilot Melilotus officinalis et du marronnier d’Inde Aesculus
hippocastanum contribuent 2 fluidifier le sang alors que les furanocoumarines comme le
bergapténe, contenu dans le céleri Apium graveolens, soignent les affections cutanées et
que la Khelline de khella 4mmi visnaga est un puissant vasodilatateur coronarien [24].
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On leur reconnait d’autres propri€tés :  anti-cedémateuses, cytotoxiques,
immunostimulantes, hypoglycémiantes. [21]

I1.2-Les alcaloides :
Les alcaloides ont des structures tres diverses [24, 39]; ce sont des CoOmposés azotés
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Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

I1.3-Les terpénoides :

. Ce sont des produits naturels, formés de I’assemblage d’un
nombre entier d’unités d’isopréne [21, 44- 46], les liaisons étant le
plus souvent de type téte a queux [47]. La formation de structures
cycliques, 1’addition de fonctions comprenant de I’oxygéne et la
conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules, peuvent rendre §
leurs structures complexes [6].

i

Figure (7) : isopréne f

I1.3.1-Classification, structures et activités de quelques classes :

I1.3.1.1-Les monoterpénoides et les sesquitérpénoides (n=2 et n=3):

Volatils, ils sont les principaux composants des huiles essentielles [2]. On distingue
les formes linéaires, monocycliques et polycycliques (bicycliques pour les
monoterpenoides) [44- 47].

Propriétés et quelques structures :

Quelques monoterpénoides aident a prévenir certains cancers [48]. Le R-(+)-
limonéne présent dans I’huile essenticlle de I’écorce du citron Citius limon et dans
d’autre plantes, posséde une activité anticancéreuse, il inhibe non seulement I’initiation
du cancer des poumons et du sein [49] mais il peut aussi mener & une régression dans le
cancer du sein (chez les rats) [48, 50]. Un autre monoterpénoides : le camphre extrait
du camphrier Cinnamomum camphora stimule les appareils vasculaires et nerveux [51],
administré par voie hypodermique il est utilisé pour combattre le collapsus et I’atonie du
myocarde [52]. L’eucalyptol présent dans ’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est
un puissant antiseptique et eXpectorant utilisé notamment dans les infections broncho-
pulmonaires [52, 53]. )

Les sesquiterpenoides possédent aussi diverses propriétés : antipaludique [54]
(I’artémisinine, lactone sesquiterpénique isolée de I’armoise annuelle Artemisia annuaq),
anticancéreuse [55] (acides achimiliques A, B et C isolés de l'achillée
millefeuille Achillea millefolium), antinéoplasique, antimicrobienne, antivirale, et anti-
inflammatoire [56].

He™ Nch,

Figure (8) : R-(+)-limonéne

I
1
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i
i
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Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

I1.3.1.2-Diterpénoides (n=4):

Composés terpéniques a 20 carbones.
On retrouve parmi les dérivés de §
diterpenes, les résidus terpéniques du
tocophérol (vitamine E) et de Ia
phylloquinone (vitamine K1) [2].

Structure et activité:
Le Taxol, un diterpénoide extrait de
I’écorce de I'if du Pacifique Taxus i
brevifolia a un grand intérét en raison de
ses  propriétés anticancéreuses [57]
(cancers de I’ovaire et du sein). |
. ) o Figure (10) : Taxol
I1.3.1.3-Triterpénoides et stéroides
(n=6) : ’
Les triterpénoides sont des molécules pentacycliques. Les “stéroides sont
tétracycliques [47, 58]. Bien qu’ayant des structures différentes, elles ont beaucoup de
propriétés en commun [58]. Beaucoup de triterpénoides sont des précurseurs de
stéroides. Le cholestérol est le stéroide le plus corﬁm, c’est un stérol, son équivalent
dans le régne végétal est le phytostérol [6].
~ Les saponosides sont des triterpénes glycosylés. Ils peuvent étre : des stéroides
glycosylés, des stéroides ou  alcaloides glycosylés ou bien des hétérosides
triterpéniques. Ils peuvent aussi se trouver sous forme d’aglycone appelés sapogénines
[6, 52]. La combinaison d’un triterpéne hydrophobe et d’un glucide hydrophile confére
aux saponosides des propriétés tensioactives [52, 58].
Les hétérosides cardiotoniques, ont la méme structure que les saponosides
stéroidiques, mais différent des autres par la présence d’un cycle lactone 1ié sur le Cyy
et de glucides rares [2, 6].

Structures et activités :

La structure chimique des stéroides est
similaire 4 celle de nombreuses hormones
humaines (cestrogéne, cortisone), et de
nombreuses plantes qui en contiennent,
ont un effet sur I’activité hormonale. Les
racines de I’igname sauvage Dioscorea
villosa contient des saponines stéroides
(la diosgénine) a partir desquels on
synthétise la pilule contraceptive [24, 59]. | Figure (11) :Diosgénine.

o s Aot Sk s

24

L. 1Y I |




Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

Les saponines
triterpénoides, contenus
dans la réglisse
Glycyrrhiza glabra (acide
glycyrrhetinique) et la
primevere Primula veris,
ont une activité
hormonale moindre. Elles
sont souvent
expectorantes et facilitent
I’absorption des aliments
[24].

oK

Les saponosides ont Figure (12) : acide glycyrrhetinique.

diverses propriétés,
irritants cellulaires sur différents organes, diurétiques, hémolytiques, protecteurs
veineux, anti-inflammatoires [52]. "

Utilisés en médecine,
les glycosides
cardiotoniques peuvent
ralentir ou stimuler les
battements du cceur. Les
digitales, laineuse
Digitalis lanata et
pourprée Digitalis
burpurea sont les
principales sources des
glycosides cardiotoniques
les plus actifs, la
digitoxine et la digoxine [2, 24]

Figure (13) : Digitoxine
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Chapitre 3 : Les huiles essentielles.

Composées majoritairement de monoterpénoides et de sesquiterpénoides, les huiles
essentielles sont aussi considérées comme des métabolites secondaires des plantes [1].

L'utilisation médicinale des huiles essentielles (ou aromathérapie) bénéficie d'une
longue histoire dans les civilisations antiques: I'Egypte, la Chine, I'Inde, la Grece et Rome [1,
2]. Clest seulement au XX“™ siscle, en France, qu'une aromathérapie moderne scientifique
aux indications thérapeutiques précises prend naissance, grice au chimiste lyonnais René
Maurice Gattefosse [3, 4] qui, s'étant brilé la main alors qu'il était en train de travailler dans
un laboratoire de parfumerie, 1'a immédiatement plongée dans de 1'essence de lavande dilude
dans de I'huile végétale [5, 6]. La brilure a guéri rapidement sans laisser de cicatrice, le
conduisant a étudier avec quelques scientifiques de son époque les propriétés thérapeutiques
des huiles essentielles [5, 6].

C'est d'ailleurs a lui qu'on doit l'invention du mot "Aromathérapie" [7, 8]. La création
de ce néologisme date de la parution de son ouvrage Aromathérapie - Les Huiles essentielles -
hormones végétales, en 1937. [8]

I- Définition des huiles essentielles : (Pharmacopée francaise VIII® éditionj.
« Ce sont des produits de compositions chimiques complexes renfermant des principes

actifs volatils et contenus dans les végétaux. Toutes les parties de la plante peuvent contenir
. » V4 . I 4 . M r 9
des huiles essentielles dans des vésicules spécialisées. » [9]

- Procédés d’extraction :
L’extraction des huiles essentielles s’adresse aux diverses parties des plantes : fleurs,
feuilles, écorces, racines qui se trouvent a 1’état frais ou sec [10]. On obtient les huiles

essentielles par plusieurs procédés: la distillation, ’expression, I’enfleurage, la macération et
I’extraction par solvants. [11-13]

II. 1- La distillation :
La distillation est I'une des techniques d'extraction des huiles essentielles les plus
anciennes et les plus répandues [13, 14]. Plus de 80% des huiles essentielles produites sont

extraites par distillation [15]. 11 existe 2 procédés fondamentaux d’extraction des huiles
essentielles par distillation:
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IL 1. 1- L’hydredistillation :

Ou distillation a P’eau, dans
’hydrodistillation la  substance §
contenant I’espéce volatile 4 extraire §
est mélangée a de l'eau et
’ensemble est porté & ébullition [14,
16]. La phase gazeuse contenant
Pespece volatile et la vapeur d’eau, |
arrive en haut de la colonne, passe
dans le réfrigérant et se condense, le §
distillat obtenu comporte alors deux
phases liquides, que I’on peut §
séparer par décantation [17].

L’avantage  de  cette |
technique c’est qu’elle permet
d’éliminer les autres constituants
végétaux ; notamment la cellulose,
les protéines, les triglycérides, les
pigments et les sucres. Le chauffage prolongé en présence d’eau peut; par contre,
provoquer un certain nombre de réactions parasites indésirables parmi les constituants
de ’huile [18]. )

Figure (1) : montage 4 hydrodistillation

IL 1. 2- Entrainement 2 la vapeur:

Ou distillation a la vapeur humide, dans ce procédé amélioré un grillage sépare la
mati¢re premiére & traiter de I’eau portée a ébullition au fond du réacteur [14]. La
vapeur d’eau en traversant le matériau emporte avec elle I’essence recherchée [7].
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Chapitre 3 : Les huiles essentielles.

IL 2- L’expression a froid :

Cette technique d'extraction est utilisée pour obtenir des essences d'agrumes contenues
dans les zestes [19-21]. Autrefois, on frottait le fruit manuellement sur les parois garnies de
picots d'une écuelle de bois. L'huile ainsi exprimée était recueillie & I'aide d'une éponge. Elle
¢tait ensuite soigneusement filtrée [13, 22, 23]. De nos jours, Le fruit entier est placé dans des
tambours rotatifs munis de pointes en acier qui déchiqueétent le péricarpe. L’huile essentielle

est entrainée par de I’eau, le mélange est centrifugé et 1’on recueille directement une huile
essentielle extrémement naturelle et pure [10].

AT
. iy 1A
Figure (3) : expression a froid

IL. 3- L’enfleurage : N

C’est une technique qui date du XVIII*™ siécle employé dans le sud de la France, elle
repose sur la propriété que possédent les corps gras [
d'absorber et de conserver les odeurs. On les place sur §
une couche de la graisse de porc ou de beeuf, puis on ;
les empile ainsi couche sur couche, et on presse le tout
pour faire passer I’odeur de la rose a la graisse [24, 25].

L’opération était répétée plusieurs dizaines de fois,
durant deux ou trois mois, en renouvelant les roses a i
chaque fois, de fagon & saturer la graisse. Il existe
différents types d’enfleurages, a froid, & chaud ou a
température ambiante. Néanmoins, le principe de tous
ces enfleurages reste le méme.. £

Une fois I'excipient gorgé de parfum, on filtrait les B
corps gras au travers de tissus, de lin tout d'abord puis de coton, et on obtenait une sorte de
pommade parfumée [24, 25]. Avec le progrés des techniques de distillation et d'extraction,
on décida de laver les pommades a I'alcool pur, celui-ci ayant la propriété de se charger de
leur odeur. Apres évaporation de l'alcool, on filtre le mélange pour obtenir une absolue de

pommade. C’est une méthode utilisée surtout avec le jasmin, les tubéreuses, les jonquilles
[13, 24, 25].

Wooden frame as wsud
in sofleurage method

Figure (4) : enﬂeurage
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IL. 4- Macération :

Les fleurs sont immergées environ 15 fois dans un bain
d’huile ou de graisse chauffé & 60°C ou 70°C. La graisse
chaude absorbe le parfum. La pommade obtenue est

lessivée a I’alcool pour Ia purifier. On obtient ainsi
I’extrait d’huile de fleur [4].

- Plant materigt
in ghasg jar

I 5- Extraction par solvants volatils : Figure (5) : macération
Les solvants sont généralement I’hexane, le cyclohexane ou le pentane. Le benzéne n’est
plus utilisé pour des raisons de toxicité de méme que le toluéne bien que ces solvants
conduisent a un meilleur rendement [10]. Le CO, supercritique pourrait étre le solvant de
choix. En effet le dioxyde de carbone soumis 2 une forte pression devient liguide. 11 agit
alors comme solvant d’extraction. Une remise & la pression atmosphérique le fait passer a
I’état de gaz qui s’élimine sans résidu et peut étre recyclé. Le cofit de I’opération limite
cependant son utilisation [25]. Dans tous les cas, les plantes sont imr;'lergées totalement
dans le solvant a froid sauf pour les graines, les lichens et les racines oti*l’extraction est
réalisée a chaud dans les solvants classiques. Le temps de contact est d’environ 30 minutes,
apres quoi le solvant initial est soutiré et remplacé par une deuxiéme charge puis une
troisiéme & leur tour soutirées. La plus grande partie du solvant est évaporée et recyclée.
On recueille une solution concentrée distillée sous vide. Il reste une péte, liquide 4 chaud
appelée la « concréte » lorsqu’elle est issue des matieres florales, ou le résinoide brut
lorsqu’elle provient des matiéres séches [10, 25].

Colg
= F“' water ouliat

r,‘,._,..:Com:ltsm'm'

Plant

rN

i ‘ To vacuum
gleclrical heater)

Figure (6) : Extraction par solvants volatils
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Chapitre 3 : Les huiles essentielles,

HI-Propriétés des huiles essentielles :

IIL. 1- Propriétés physiques générales [26, 27] : Les huiles essentielles forment un
groupe relativement homogéne quant & leurs propriétés physiques.

* Ce sont des liquides assez mobiles 3 quelques exceptions prés : I’huile essentielle de
santal est trés visqueuse ; celles de rose et de gatac sont parfois d’aspects butyreux ;

* La coloration varie de I’incolore ay brun clair ; I’huile essentielle de matricaire est
bleu-vert, de méme que celle de patchouli ;

* La densité est en général inférieure 3 celle de I’eau (de 0,850 a 0,950) sauf pour les
huiles essentielles de cannelle, girofle, sassafras ; la plus dense étant I’huile essentielle de
wintergreen (d= 1,187) ;

* Le point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C (entre 150 et 300°C).

® Les huiles essentielles sont solubles dans les graisses et les solvants apolaires. La
solubilité est plus ou moins grande dans les alcools a différents titres : il y a une trés légére
solubilité dans 1’eau, de 0,30 3 0.50%.

A

III. 2- Propriétés chimiques générales [26, 27] .
* Elles sont neutres au tournesol, mais acquiérent peu a peu une réaction acide ; elles
s’oxydent 4 la lumiére et se résinifient en absorbant de I’oxygéne en méme témps que leur
odeur se modifie, leur point d’ébullition augmente, leursolubilité diminue.

* Les huiles absorbent le chlore, le brome, I’iode avec dégagement de chaleur. Elles
peuvent se combiner 4 ’eau pour former des hydrates.

* Elles ont un indéniable pouvoir de pénétration percutané qui est objectivé par le fait
qu’un individu qu’on frictionne & Ieucalyptol présente quelques instants apres une haleine
trés odorante. ' ‘

IIL 3- Propriétés thérapeutiques [7, 27, 28]:

Les huiles essentielles possédent diverses propriétés, on en site quelques unes :

* Antibactériennes: De nombreuses huiles essentielles ont une action
antibactérienne, toutefois les plus puissantes sont celles qui contiennent des
phénols. Le ravensara ou les lavandes ont une action antibactérienne persistante
mais plus subtile, elles permettent un usage plus délicat;

* Antivirales : Les H.E. stoppent la progression virale. Le mélange de certaines
huiles appliquées en friction a une action "immunostimulante" remarquable sur les
infections respiratoires profondes, associé en diffusion dans l'atmosphére a de la

Lavande par exemple;

* Anti-douleurs: La douleur vive d'une migraine est anesthésiée par la Menthe
poivrée en application locale. La douleur dentaire est éliminée par l'application de
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Girofle sur la gencive. Le cyprés calmera les crampes musculaires et les
rhumatismes. Le niaouli calmera les douleurs en engourdissant les nerfs;

* Respiratoires : En inhalation le niaouli aura un puissant effet expectorant sur les
voies respiratoires. L'Eucalyptus en application cutanée généreuse est un
immunostimulant et un mucolytique (expectorant) puissant;

¢ Circulatoires : Le cyprés, stimulant du systéme circulatoire, réchauffera les mains
et les pieds. Le lemongrass favorise la circulation sanguine et I'élimination de
I'acide lactique, il soulagera les douleurs musculaires et les pieds endoloris;

* Antifongiques : Les huiles essentielles ont un grand pouvoir antifongique aérien et
cutané, comme le Citron;

» Digestives : La Menthe poivrée est I'huile essentielle des problémes digestifs, elle
est efficace pour calmer les coliques, la constipation, les bralures d'estomac,
P'indigestion et la flatulence.

IV- Composition :

Pour une méme espéce, la composition varie en, fonction du climat, de I’origine
géographique, du mode de culture, de la saison, de la récolte, de Paltitude, de la composition
du sol, du stade de maturité, de la partie de la plante utilisée, du chémotype et du matériel et

-des techniques employées pour la préparation [7, 27, 29].

Parmi les innombrables substances présentes dans les huiles essentielles, on rencontre [27,
29}

* Des carbures terpéniques (surtout les monoterpénoides et les sesquiterpénoides) ;

e Des carbures saturés ;

* Des alcools (boméol, menthol) ;

¢ Des phénols (thymol, carvacrol, eugénol) ;

* Des aldéhydes (benzoique, cinnamique, citral) ;

e Des cétones (camphre, thuyone) ;

* Des esters (acétate de linalyle, de giranyle) ;

¢ Des composés sulfurés.
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V- Utilisations [30, 31]:

* Le parfumage de l'air que ce soit 3 des fins curatives, préventives, pour combattre
certaines odeurs agressives ou par plaisir;

* Le parfumage du corps sous forme d'eau de toilette, d'eau de parfum ou de parfums;
* Les soins de la peau par le biais de la cosmétique végétale;
e L'aromatisation des plats cuisinés, des sauces, des gateaux, du pain;

* L’aromathérapie ou thérapie par les huiles essentielles végétales qui se scinde en deux
écoles :

v' L'aromathérapie médicale, dite de la tradition frangaise, qui utilise l'absorption
par voie orale des huiles essenticlles : il est sage dé la laisser aux
professionnels de la santé, ceci pour des questions de dosage et de toxicité
potentielle de certaines huiles, B

v L'aromathérapie grand public, dite de la tadition anglo-saxonne, qui utilise
l'application externe des huiles essentielles par voie cutanée (huiles, bains,
Crémes...) ou par voie atmosphérique (diffuseur, inhaleur...).

VI- Toxicité :

Certaines huiles essentielles sont mal supportées par la peau, soit qu’elles aient une
action irritative directe comme peut I'avoir la cannelle, soit qu’elles soient facilement
allergéniques comme celle des Astéracées, soit encore qu’elles soient dermotoxiques (souvent
phototoxiques) comme celle de la bergamote [32].

Les huiles essentielles sont irritantes et peuvent provoquer des vomissements, des
douleurs abdominales et des diarrhées. Elles peuvent aussi étre & [origine d’une
hepatotoxicité et d’une neurotoxicité avec somnolence, coma et convulsions. L’inhalation
peut provoquer un eedéme Iésionnel. Toute ingestion d’huile essentielle doit étre considérée
comme potentiellement grave car méme de petites quantités peuvent avoir des conséquences
néfastes. Les enfants doivent étre surveillés pendant 12h aprés I’ingestion [32].
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Chapitre 4 : Activités biologiques

Que ce soit pour atténuer une symptomatologie ou pour se maintenir en bonne santé,
la phytothérapie répond aux préoccupations du citoyen du XXI° siécle. Les plantes
médicinales ont été employées pendant des siécles comme remeédes pour les maladies
humaines.

I. Activité hypoglycémiante :

Le diabéte est une maladie complexe tant par ses mécanismes physiopathologiques
que par son déterminisme génétique ainsi que la genése de ses complications [1].

Le diabéte sucré est une maladie chronique provoquée par un trouble du métabolisme
des glucides et caractérisée par un taux anormalement élevé de sucre dans le sang et les urines
[2]. Elle affecte plus de 100 millions de personnes & travers le monde (6% de la population
mondiale) [3]. Il existe deux types de diabéte :

Le diabéte insulinodépendant (DID), « diabéte de type 1 », qui esi déterminé
geénétiquement et apparait dés ’enfance. Le pancréas est dans I’incapacité de fabriquer
suffisamment d’insuline. Il faut donc administrer cette hormone par plqure «Le traitement est
donc purement médical. La phytothérapie ne peut étre qu’un appoint [4]. ’

Le diabete non insulinodépendant (DNID), encore appelé « diabéte de type 2 » et plus
anciennement « diabéte gras ». Ce diabéte est surtout lié au métabolisme des sucres ingérés,
mais il existe une forte prédilection familiale (hérédité). 11 concerne surtout des sujets au-dela
de 40 ans, qui sont en excés de poids (2/3 des cas) [4, 5]. La phytothérapie contribuera a

_réguler la glycémie et suffira seule dans le diabéte gras a condition toujours qu’elle

s’accompagne d’une perte de poids et d’une alimentation raisonnable ot les quantités de sucre
seront contrdlées et équilibrées [4].

Apports de la phytothérapie dans le traitement du diabéte :

Longtemps avant I’élucidation des mécanismes physiopathologiques impliqués dans le
diabéte; le traitement traditionnel de cette maladie était particuliérement centré sur le
traitement de ses symptdmes externes, la soif et la polyurie. Comme traitement du diabéte, les
médecins grecs préconisaient alors & leurs patients un traitement de la soif intense [5].

Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques ont été menées a travers le monde pour
recenser les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes pharmacopées traditionnelles
[6-12]. Les informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde
estiment que plus de 1 200 espéces végétales, soit plus de 725 genres appartenant & 183
familles, sont utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes et anti-hyperglycémiantes [7,
13].

Les investigations ethnopharmacologiques sont actuellement centrées sur la validation
expérimentale des propriétés curatives, traditionnellement attribuées a ces remédes. Dans 81%
des cas, les indications traditionnelles de plantes antidiabétiques ont été expérimentalement
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confirmées [13]. Certaines de ces plantes, dont ’activité pharmacologique a été confirmée sur
des modeles animaux, ont ¢galement fait I’objet de plusieurs études cliniques [14].

Pour plusieurs plantes, les composés actifs responsables de I’activité pharmacologique
ont ét¢ identifiés et isolés (Il s’agit le plus souvent des alcaloides, des glycosides, des
hypoglycines, des polysaccharides, etc. [15]) et les mécanismes cellulaires et moléculaires
impliqués dans les effets thérapeutiques ont €té partiellement ou complétement élucidés [16].

L’approche ethnopharmacologique est d’une grande importance dans ce domaine, elle
pourrait conduire 4 la découverte de nouveaux meédicaments pour le traitement
pharmacologique du diabéte [16].

.L’exemple classique est celui de Galega officinalis, une plante largement utilisée dans
le traitement du diabéte en Europe médiévale. Les premiéres investigations ont révélé la
présence de guanidines en forte concentration dans cette plante [16]. Plus tard, les propriétés
hypoglycémiantes des guanidines ont été mises en évidence, ce qui a conduit 4 la découverte
de la troisiéme génération des guanidines [5].

IL. Activité antioxydante ;

Elément indispensable & notre survie, & notre développement, & “notre capacité
d'adaptation ; l'oxygéne est ¢galement a l'origine de toxicité, d'acidité, d'altération, de
dégénérescence [17]. Son métabolisme cellulaire normal produit de maniére continue de
faibles quantités de dérivés réactifs de Poxygene [18, 19] ..L’appellation « dérivés réactifs de
'oxygeéne » n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de Poxygéne proprement dit
. [radical superoxyde ('O, ), radical hydroxyle ('OH), monoxyde d’azote (NO")...], mais aussi
certains dérivés oxygenés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante [peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOOY)] [20, 21].

Les radicaux libres composés, chimiquement instables sont porteurs d’électrons libres
qui réagissent avec d’autres molécules, les déstabilisant a leur tour, et induisent ainsi une
réaction en chaine [22]. En raison de leur capacité & endommager presque tous les types de
molécules dans I’organisme, les radicaux libres ont été impliqués dans un trés grand nombre
de pathologies, tant aigués que chroniques [7]. Ils provoquent notamment des dommages sur
PADN, les protéines cellulaires essentielles et les lipides membranaires (peroxydation
lipidique), pouvant aller Jusqu’a la mort cellulaire [22, 24).

Pour contenir ces dérivés réactifs de I’oxygeéne 4 un niveau physiologique, il existe toute une
batterie d’antioxydants [19, 25]. .

Un antioxydant peut &tre défini comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport 4 la cible oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation
de cette cible [19, 26]. Iis ont la capacité de neutraliser les effets destructeurs de radicaux
libres dans les tissus et protégent donc ‘des maladies cardiovasculaires, du cancer, de
I’athérosclérose et bien d’autres maladies [27].
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Les antioxydants primaires : ils sont fabriqués par notre organisme [25]). Dans les
conditions dites « physiologiques », il y a ¢quilibre entre la production de radicaux libres et
les mécanismes endogénes de défenses antioxydantes [28]. Ces mécanismes impliquent des
facteurs spécifiques comme le glutathion (un puissant détoxifiant cellulaire), ’acide alpha-
lipoique, ’acide urique, la coenzyme Q10 [25]. Mais ce sont aussi des enzymes (superoxyde
dismutase ou SOD, catalase, gluthation peroxydase ou Gpx) qui ont besoin d’étre activées
d’étre mise en présence de minéraux issus des aliments : fer pour la catalase, zinc et cuivre
pour la superoxyde dismutase, sélénium pour les glutathion péroxydases [25, 28].

Les antioxydants secondaires : ils sont présents dans nos aliments. Ce sont :
Certaines vitamines : A, C, E, mais aussi B2 (riboflavine) [25, 28]; des oligo-éléments : zinc,
cuivre, sélénium, fer nécessaires pour activer des enzymes protectrices ; des composés des
fruits et Iégumes : carténoides, polyphénols, isocyanantes (dans le chou et les cruciféres) ; des
composés des épices et aromates terpenes [25].

Si les antioxydants (quels qu’ils soient et & n’importe quelle dose) ne sont pas la
panacée ni Pélixir de longue vie, il reste probable qu’une meilleure connaissance des
processus physiopathologiques associés & la production de radicaux libres 0xygénés permettra
une meilleure utilisation de ces substances [19].

ey,

III- Activité antimicrobienne : - iy

Le contrdle des micro-organismes est essentiel 4'la prévention et au traitement des
maladies. Depuis leur découverte au 20 siécle, les antimicrobiens (antibiotiques et
, médicaments apparentés) ont permis de réduire considérablement la menace de maladies
infectieuses [29]. On considére comme substance antibiotique tout composé chimique dérivé
d’un organisme vivant ou synthétisé par lui et capable, a faibles concentrations, d’inhiber les
processus vitaux dans les microorganismes [30].

Antibiotiques d’origine végétale :

L’émergence de microorganismes pathogénes multirésistants, due 4 ’usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléme de santé publique
particuliérement préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend
quelque fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des situations
délicates, surtout lorsque la vie du malade est en cause. La solution de ce probléme s’avére
donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens [31]. Le recours aux
plantes médicinales aux propriétés antimicrobiennes constitue alors une des plus intéressantes
pistes a explorer [32].

Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes restent encore sous
exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale [33]. 1l est certain que la
plupart des antibiotiques prescrits dérivent des microorganismes et que, un a trois
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antibiotiques sont mis sur le marché chaque année [34], mais il est aussi évident que les
agents antimicrobiens d’origine végétale ont leur place dans D’arsenal de médicaments
prescrits par les cliniciens et 4 juste titre [35]. Chaque antibiotique a une durée de vie effective
limitée au bout de laquelle les microorganismes développent des résistances, de plus, dans les
pays en développement, ces produits ne sont pas toujours disponibles, ou, lorsqu’ils le sont,
ils cofitent trop cher pour les populations, ainsi plus de 80 % de ces populations ont recours
exclusif aux plantes pour se soigner [33,36].

Dans le monde prodigieux des Plantes & Fleurs, plus de 800 espéces produisent des
inhibiteurs de croissance de divers microbes. Mais le nombre de végétaux aptes a synthétiser
des antibiotiques comparables a ceux que I’on extrait de Bactéries ou de Champignons est
infiniment moindre. 1 s’agit surtout de composés soufrés, d’hétérosides, d’alcaloides, de
lactones non saturées, d’acides gras ou de quinones et leurs dérivés (Tableau 1) [37].

Tableau (1) : Quelques plantes 3 activité antimicrobienne [37].

Plante antibiotique plante ol antibiotiquej
Allium sativum L. Allicine Datisca cannabina L. -|  Datiscétine
Anacardium occidentale L. | Acide anacardique | Fagopyrum esculentum |~ Rutine
Anemone Anémonine Juglans nigra “Juglone
Cassia reticulata Acide cassique Melilptus officinalis ptérigospermine
Cheiranthus cheiri Cheiroline Crepis taraxacifolia Crépine
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Chapitre 1 : Travaux réalisés sur la plante.

I- Matériel végétal :

e La plante a été récoltée de la région de Beni Boubléne a Tlemcen.

e Celle ayant servi aux différentes extractions, ainsi qu’aux tests phytochimiques a été
récoltée le 23/10/2008. Les différentes parties de Ja plante ont été séchées a I’ombre a
température ambiante puis pulvérisées dans un micro-broyeur, de maniére a ce que la
surface de contact avec le solvant soit la plus grande possible. Les poudres obtenues
ont servi aux différentes opérations.

e Celle ayant servi a I’extraction des huiles essentielles pour analyse a été récoltée le
14/02/2009. |

e Celle ayant servi a Iextraction des huiles essentielles pour I’activité a été récoltée le
06/05/2009.

o Les différents organes de la plante ont été identifiés par Professeur N. Benabadji du
Laboratoire d’Ecologie, Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université de
Tlemcen.

II- Solvants, produits chimiques et méthodes d’analyses :

e,

IL. 1- Solvants et produits chimiques :

e Les réactifs utilisés lors des différents travaux sont commerciaux et utilisés sans purification
supplémentaire. o ‘

o Le gel de silice utilisé pour la chromatographie sur colonne présente une granulbmétrie de
0.063-0.2 mm (70-230 mesh) Merck-gel de silice 60.

o. Les chromatographies analytiques sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur plaques de
silice Kieselgel 60 F254 Art. 5719 Merck.

e Les produits sont révélés par extinction de fluorescence en lumiére UV 3 254 nm,
fluorescence en lumiére UV a 366 nm.

e Pour peser les masses des différents extraits une balance analytique a été utilisée.

I1. 2- Appareils utilisés :

IL 2. 1- Spectrophotométre UV-visible : Le spectre en lumiére visible a été enregistré sur
un spectrophotométre Thermo Spectronic HeAiosy (type Helios Gamma). L’écﬁantillon est
en solution dans le DMSO et est placé dans une cuve de trajet optique 1 cm.

IL. 2. 2- Chromatographe en phase gazeuse :

L’appareil est de type Perkin-Elmer (Waltham, MA, USA) équipé d’un injecteur
diviseur, de deux colonnes capillaires en silice fondue, polaire (Rtx-wax,
polyethyleneglycol) et apolaire Rtx-1 (DBS, polydimethylsiloxane) et d’un détecteur a
ionisation de flamme. Les conditions opératoires sont les suivantes: gaz Vect¢ur: Hélium
(1ml/min); température de I’injecteur et du détecteur : 280°C; programmation de
température: de 60 a 230°C a 2°C/min; injection: mode split 1/50, le volume injecté est de
0.2 uL.
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II. 2. 3- Couplage chromatographie en phase gazeuse/ spectrométrie de masse :

Un chromatographe Perkin-Elmer Autosystem XL équipé d’une colonne capillaire en
silice fondue Rix.-Wax couplé a un spectrométre de masse Perkin-Elmer Turbo, muni d’un
détecteur de type quadripdle. Les spectres de masse ont été acquis dans un intervalle de
masse compris entre 35 et 350 Da.

Les conditions opératoires sont les suivantes: Gaz vecteur: Hélium ( Iml/min) ;
programmation de température : de 60 & 230 °C a 2°C/min ; température de Pinjecteur et -
du détecteur: 280 °C; injection: mode split (1:50); volume injecté: 0.2 ul ; mode
ionisation : mode L.E positif 70ev. |

III- Monographie de la plante [1-3]:
III. 1- Teneur en eau :

e Principe : on a utilisé la méthode pondérale qui consiste en la déterminaticn de la
perte de masse par dessiccation 3 I’étuve.
Introduire 1 & 2g de poudre, dans les verres de montre prealablement tarés. Placer les
verres contenant la poudre & I’étuve de 100°C pendant 24heures, puis- peser. de nouveau
apres refroidissement. -

o Calcul: Masse drogue essai = masse avant étuve - tare
-
Masse eau = masse avant étuve — masse aprés étuve.
Nous avons effectué cinq prises d’essai et considéré la teneur moyenne.

% Eau = (masse eau + masse drogue essai) x 100

IIL. 2- Substances extractibles par I'eau :

e  Réaliser une décoction dans un ballon d’un gramme de poudre (PE) avec 20 ml d’eau
distillée pendant 15 min.

o Laisser refroidir 20 min et filtrer sur papier filtre. Peser une capsule vide (n),
introduire le filtrat dans la capsule et évaporer a sec a I’étuve. Peser de nouveau la capsule
).

o Les substances extractibles par 1’eau sont évaluées par la formule :
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IV- Tests phytochimiques [1-4]:
Ils mettent en ceuvre des réactions en tube soit par précipitation soit par coloration.

IV. 1- Recherche de composés polyphénoliques :

e Réaliser une infusion & partir de 5g de poudre de drogue et 100 ml d’eau pendant 15
min.
e Filtrer et rincer a I’eau chaude de maniére a obtenir 100 ml de filtrat.

IV. 1. 1- Flavonoides :

e Introduire dans un tube 2 essai Sml d’infusé 4 5% et 5ml d’alcool chlorhydrique (alcool &
95° + eau distillée + HCI concentré a partie égale en volume) puis quelques copeaux de
magnésium et 1ml d’alcool isoamylique. C’est la réaction de la cyanidine.

e L’apparition au niveau de la couche surnageante d’alcool isoamylique d’une coloration,

- rose orangée indique la présence de flavones. ‘
- rose violacée caractérise les flavanones.
- rouge indique la présence de flavonols et de flavanonols.

IV. 1. 2- Les anthocyanes :

A 5ml d’infusé & 5% ajouter 5ml d’H,SO4 & 10% puis Sml de NH4OH diluéjau demi.
En présence d’anthocyanes la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu-violacé
en milieu basique. R
IV. 1. 3- Les leucoanthocyanes :

Effectuer la réaction de cyanidine sans ajouter de Inagnésium et chauffer pendant 15 -
min au bain-marie. Une réaction positive se caractérise par une teinte rouge cerise ou
violacée.

IV. 1. 4- Tanins : 4

e Introduire dans un tube Sml d’infusé & 5% et 1ml de solution aqueuse de FeCls a 1%. Le
développement d’une coloration verdétre ou bleu noiratre indique la présence de tanins.

e La différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenue par la réaction de
Stiasny. Pour cela, introduire dans un ballon 30 ml d’infusé & 5% et ajouter 15ml de
Réactif de Stiasny (10ml de formol & 40% + 5ml d’HCI concentré). Chauffer au Bain-
Marie & 90°C pendant 15 min. L’obtention d’un précipité montre la preésence de tanins
catéchiques.

e Tiltrer et saturer le filtrat d’acétate de sodium pulvérisé, ajouter quelques gouites d’une
solution de FeCl; a 1%, le développement d’une teinte bleu-noire indique la présence de
tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

IV. 1. 5- Coumarines :

e 5 ml d’extrait éthéré obtenu aprés une macération de 24 heures sont évaporés & I’air

libre, puis repris avec 2 ml d’eau chaude. La solution est partagée entre deux tubes a

essai. La présence de coumarines est manifestée aprés ajout dans I'un des tubes de 0,5

ml de NH4OH 4 25 % et observation de la fluorescence sous UV 366 nm.

e Une fluorescence bleue intense dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque
indique la présence de coumarines.
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e Remarque : d'autres composés présentent également une fluorescence nette aux UV.
Cette mise en évidence ne correspond donc qu'a une indication, et non une
identification.

IV. 2- Recherche des Alcaloides :

e FElle est effectuée sur des réactions de précipitation avec les révélateurs généraux des
alcaloides : le réactif de Mayer et le réactif de Dragendorff. ‘

e Un extrait sulfurique est préparé a partir de 10g de drogue et 50ml d’H,S0; dilué a
10%. Aprés une macération de 24h, le macéré est filtré et lavé a I’eau distillée de
maniére 4 obtenir 50ml de filtrat. ‘

e Dans deux tubes & essai introduire 1ml de filtrat ensuite, ajouter au premier, 5 gouttes
de réactif de Mayer et au second, 5 gouttes de réactif de Dragendorff.

e En présence d’alcaloideil'y a formation d’un précipité :

- blanc-jaunétre dans le premier tube
- orange dans le deuxiéme tube

o Réactif de Mayer : R

Dissoudre 1,358 g de HgCl, dans 60 ml d’eau. Dissoudre 5 g de KI dans'10 ml d’eau.
Meélanger les deux solutions puis ajuster le volume total & 100 ml d’eau. L&s alcaloides
donnent avec ce réactif un trouble puis un précipité blanc. ’ |

e Réactif de Wagner : .
Dissoudre 2 g de KI et 1,27 g de I, dans 75 ml d’eau. Ajuster le volume total & 100 ml
d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

IV. 3- Recherche des terpénoides :
IV. 3. 1- Stérols, triterpénes : réaction de Lieberman-Burchard. .

e Flle se fait sur une macération de 24h a 5% dans ’éther. L’extrait éthéré est ensuite
évaporé a sec et repris avec de I’anhydride acétique puis du chloroforme. Déposer au
fond du tube contenant I’extrait de 1’acide sulfurique.

e En cas de réaction positive il se forme un anneau rouge - brunétre ou violet a la zone
de contact des deux liquides, la couche surnageante étant verte ou violette.

IV. 3. 2- Recherches des saponosides :

e FElle est effectuée selon la technique décrite dans la pharmacopée frangaise (IX éd), se
fondant sur la détermination de l'indice de mousse.

e Dans une fiole conique de 500 ml, on introduit 100 ml d'eau bouillante et 2 gde
broyét de plante. L'ébullition est maintenue pendant 30 minutes. Le mélange est filtré,
refroidi et ajusté & 100 ml. Dans une série de dix tubes & essai, sont introduits
successivement 1, 2, 3, 4,...10 ml du décocté, tous les tubes sont complétés a 10 ml
avec de I'eau distillée et agités vigoureusement pendant 15 secondes. Aprés un
repos de 15 minutes, la hauteur de la mousse est mesurée.
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e Si cette derniére est égale a 1 cm, la dilution de la substance dans ce tube correspond
3 lindice de mousse recherché. Un indice supérieur & 100 est considéré comme une
réaction positive témoignant d'une richesse de la plante en saponosides.

V- Extractions au Soxhlet :
V. 1- Principes:
V.1.1- L’extracteur de Soxhlet [5] :

e Il permet le traitement de solides (matériel végétal) avec des solvants en phase
liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de I’extracteur, contient une cartouche
en cellulose remplie de matériel végétal.
e Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmontce
d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact
avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en
plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est toujours en
contact avec du solvant fraichement distillé. I’extraction est terminée lorsque le
solvant d’extraction devient de plus en plus clair c¢’est-a-dire sans une proportion
significative de solute.

V. 1. 2- Méthodes chromatographiques utilisées:

' V. 1. 2. 1- Chromatographie sur colonne [6]:

e Dans cette forme de chromatographie, la phase stationnaire est contenue dans
une colonne. L’éluant qui peut-étre sous la I;ression d’une pompe ou non, entre
par une extrémité et sort par l'autre. Il peut-étre un solvant unique ou un
mélange de solvants. Sous I’action de 1’éluant et des liaisons qu’elles établissent
avec I’adsorbant, les molécules vont se déplacer différemment dans la colonne
et prendre un certain retard les unes par rapport aux autres pendant la migration.
Elles vont donc se présenter avec un certain retard en sortie de colonne.
L'adsorption est la fixation des molécules dissoutes, par une phase stationnaire.
Cette fixation est due a l'établissement de liaisons secondaires de surface
(liaison dipdle-ion, ou dipble-dipdle ou liaison de Van der Waals) entre
l'adsorbant et la molécule adsorbée.

e L’élution peut se faire sous forme isocratique ou sous forme d’un gradient. En
principe, la phase mobile est composée des mémes solvants que ceux utilisés
pour la CCM analytique. Toutefois, I’élution peut-étre accélérce grace a
1’addition progressive de solvant de plus en plus polaire par rapport a la phase
initiale. Les différentes fractions sont collectées dans des erlenmeyers ou dans
des piluliers. Ces fractions sont ensuite analysées par CCM. .

[

V. 1. 2. 2- Chromatographie sur couche mince (CCM) |6, 7]:
e La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique
rapide, simple et peu coiiteuse, utilisée au cours de la séparation et de
Iidentification des métabolites. Elle repose principalement sur le phénoméne
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d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange
complexes de métabolites) et aux échantillons biologiques. Elle permet d’avoir
une idée globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction,
permet un controle aisé et rapide de la pureté d’un composé lorsque les
conditions opératoires sont bien déterminées. Elle permet également de suivre
la progression d’une réaction ¢tant donné qu’elle indique approximativement le
nombre de composants dans un mélange réactionnel.

e Une plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) se compose d’un
support en aluminium ou en Vverre, sur lequel est fixé une fine couche d’un
milieu de sorption (silice, cellulose, alumine, polyamides...) comme phase
stationnaire. On les place en position verticale ou légérement inclinée dans une
cuve en verre ; elle repose contre I’une des parois et est immergée d’environ 0,5
cm dans la phase mobile, qui est constituée d’un ou de plusieurs solvants, et
dont les vapeurs auront préalablement saturé la cuve fermée. L’échantillon a
étudier, déposé a I’état liquide par oppositions successives d’une micropipette
en verr<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>