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Résumé

Ce modeste travail est une initiation alarecherche dans le domaine de la phytochimie
et ses applications. 11 est consacré a I’étude de la plante de Marrubium vulgare L appartenant

alafamille des lamiaceae.

Apres une revision rapide portée sur les plantes médicinales et leurs métabolites et les
différentes méthodes de séparations utilisées dans le domaine de la phytochimie et aprés une
consultation de quelques travaux sur cette plante, nous avons vérifié la présence ou I’absence
des grandes familles des principes actifs de cette plante par des tests préliminaires sur des

différents extraits obtenus par une succession de séparation.

Nous avons ensuite ¢tudié¢ 1’effet de ces différents extraits sur la perte en poids des
calculs rénaux. Les résultats obtenus ont montré une bonne corréation entre les trois séries

d’essais effectuées.

L’extrait issus de 1’éther de pétrole a présenté une perte maximale par rapport aux

reste des extraits, cependant I’extrait issus de I’acétate d’éthyle a joué un role inverse.

Mots clés : Marrubium vulgare L, calculs rénaux, méthodes de séparation, principes actifs. ..



Abstract

This modest work is an introduction to research in the field of phytochemistry and its
applications. It is devoted to the study of the plant Marrubium vulgare L belonging to the

family of lamiaceae.

After quick review of medicinal plants and their metabolites and the different methods
of separation used in the field of phytochemistry and after consulting some works for this
plant, we verified the presence or absence of the main active principles families of this plant
by preliminary tests on different extracts obtained by a separation sequence.

After that we studied the effect of these different extracts on the weight loss of kidney
stones. The results obtained showed a good correlation between the three series of tests

carried out.

The extract from petroleum ether showed a maximum loss compared to the rest of the

extracts, however the extract from ethyl acetate played areverserole.

Key words: Marrubiumvulgare L, kidney stones, separation methods, actives principles
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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes sont utilisées par I’homme depuis I’antiquité et dans tous les continents
pour se soigner, pour la beauté et pour d’autres buts. Leurs utilisations sont faites par
plusieurs méthodes ; desinfusions, des poudres, des dragées, des pommades ...€etc.

Les plantes nous ont toujours fournit jusqu’il y a trés peu de temps la quasi totalité de
nos médicaments. Méme si aujourd’hui le médicament de synthese prend une place
importante dans la thérapie, il reste encore bien des substances actives tres utiles sans aucune
intervention synthetique. D’autres plantes sont en attente a découvrir leurs effets

thérapeutiques dans ce monde végétal.

La flore algérienne avec ses différentes especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont une grande partie reste encore trés peut explorée et exploitée sur le plan
phytochimique comme sur le plan pharmacologique. Donc I’étude des substances naturelles a

des fins thérapeutiques devient un intérét important pour I’avenir de I’humanité.

Cependant I'évaluation des activités biologiques et thérapeutiques demeure une tache
tres délicate mais au méme temps trés intéressante. Cette tache peut faire l'intérét de
nombreuses études en partant de la récolte de la plante allant jusqu’a la séparation et la
purification des métabolites secondaires par de différentes méthodes d’extraction et terminant

par leurs applications dans les différents secteurs aidant I’humanité a se développer.

Le présent travail s’inscrit donc dans le cadre d’une pré-recherche appartenant au
programme du laboratoire des molécules actives et leurs applications (LMAA) sur les plantes
médicinales avec I’aide des laboratoires pédagogiques. Nous nous somme intéressés a I’étude
de la plante Marrubium vulgare L, utilisée largement en médicine traditionnelle a travers le
monde, particulierement dans la zone méditerranéenne tout en essayant de trouver un nouveau

axe de recherche.

Dans le premier chapitre, nous avons décrit un bref rappel de littérature sur les plantes
meédicinales, leurs métabolites primaires et secondaires et une description rapide de la famille

des lamiaceaes alaguelle appartient la plante choisie.
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Nous avons expose en deuxieme chapitre les méthodes d’extraction et d’analyse

utilistes dans le domaine de la phytochimie, particulierement celles qui ont un intérét

important dans ce travail.

Le troisiéme chapitre est consacré a notre travail proprement dit dés la cueillette,

passant par letravail expérimental et terminant par exposition des résultats obtenus.
Le quatrieme chapitre est réservé aladiscussion des résultats obtenus.

Ce travail est achevé par une conclusion décrivant les différentes étapes de notre

travail avec une perspective.







Chapitre Les plantes médicinales et leurs principes actifs

|.1.Historique

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une magjorité de la population mondiae, plus particuliérement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de plantes. De
I’aspirine au taxol, cette source semble inépuisable puisque seul environ 50000 especes ont
été traité et investigué parmi les 500000 especes végéetales connues et cela sur les deux plans
phytochimique et pharmacologique. Rappelons que chaque espéce peut contenir jusqu’a
plusieurs centaines de constituants différents [1].

Dans les civilisations chinoise ou indienne, on trouve latrace d'utilisations médicinales
trés ancienne. Le premier livre de matiere médicale, le Shen Nung Ben Cao jing ("Traité des
plantes médicinales de I'empereur Shen Nung"), fut rédigé vers 2900 avant J.-C. les
populations babyloniennes et sumériennes utilisaient les plantes pour se soigner : 600 tablettes
d'argiles mentionnait environ 1000 plantes pour leurs vertus curatives et plus de 800 remédes

sont décrits par les égyptiens[2].

Plusieurs constituants d’origines des plantes médicinales sont actuellement mis en
vente telle gue les huiles essentielles, les poudres, des matiéres comprimées...etc soit pour
une destination pharmaceutique ou aussi pour I’industrie des arobmes et des parfums. Mais la
tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle a entrainé
un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis quelques décennies des
études ont été menées sur le développement de nouvelles applications et I’exploitation des
propriétés naturelles des matiéres issues des plantes dans différents domaine [3].

|.2.Composition de base pour les plantes

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base :
acides nucléiques (ARN, ADN), lipides, protéines, acides aminés et carbohydrates. Ces
métabolites primaires sont produits en quantités élevées par les plantes. Quand aux
métabolismes secondaires, chez les plantes, leurs présences est une exclusivité du monde
végétal. Ces substances ne paraissent pas essentielles alavie de la plante. Elles sont produites
en tres faible quantité et sert a soignée la plante elleeméme [5]. Ce sont des produits, a
structure chimique souvent complexe. Selon les especes, ces métabolites sont tres disperses et

trés différents [4].
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|.2.1.Composés du métabolisme primaire

Ces composes correspondent a toutes les réactions biochimiques. La plante utilise
I’énergie solaire via la photosynthése et active son métabolisme primaire a fin de produire des

glucides, deslipides, des amidons.....etc.
1.2.1.1.Glucides

Les glucides sont des hydrates de carbones ou des saccharides. Ce sont également des
Ccomposeés organi ques carbonyl és (aldéhydiques, cétoniques), ces molécules sont caractérisées
par leur formule de laforme (CH,0),avec n > 3. Ce sont aussi des composes qui apparai ssent
les premierslors de la photosynthése. On distingue deux catégories :

- les molécules éémentaires non hydrolysables : les oses: ce sont des composés
simples, a chaine carbonée linéaire, de formule brute C,H2,0,, (avec n compris entre 3 et 7).

- les composés hydrolysables : les osides: Ce sont des molécules dont I’hydrolyse

fournit 2 ou plusieurs molécules d’oses. Ces oses sont identiques ou différents [5].

[.2.1.2.Amidon
L’amidon est la principale forme de réserve glucidique des végétaux. Il est présent
dans toutes les parties de la plante et existe sous la forme d’une structure organisée

correspondant a un homopolymere presque pur de D-glucose [6].

CH,OH CH,OH
o o
OH OH
----- o o
o
CH,OH O8H,0H OHch,
o o o
OH OH /<OH
--..--O O o o-----
OH OH OH
I —1n

Figure 1 : Structure de base de I’amidon
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1.2.1.3.Lipides

Les lipides sont des esters d’alcools et d’acides gras ; ce sont des corps insolubles dans
I’eau (hydrophobes), solubles dans les solvants organiques apolaires et ils ne sont pas volatils
(huilesfixes).

Les lipides constituent aussi la principale reserve d’énergie, leur métabolisme

aboutissant a la combustion compléte qui libére une grande quantité d’énergie [7].

|.2.2.Composés du métabolisme secondaire

Ce sont des composés produits par les plantes en fin de leur vie pour s’auto-soignees
on distingue plusieurs familles de ces composés. IlIs sont essentiellement des composés
phénoliques, terpéniques et azotés.

[.2.2.1.L es composes phénoliques
Les composes phénoliques sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique lié directement par un groupe hydroxyde libre ou engagé dans une fonction: éther,
ester, hétéroside [8].

Figure 2 : Structure de base des phénols

[.2.2.1.1.L esflavonoides

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un
squel ette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et
(B) qui sont reliés entre eux par un pont formé de 3 carbones (C). Ces 15 atomes de carbones
forment ains le sguelette de base des flavonoides [9]. Généradement, la structure des
flavonoides est représentée selon le systeme Cs-C3-Cg [10], en formant une structure de type
diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygénes, méthyles, ou des sucres
peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule [11]. Les figures ci-dessous présentent

en plus de la structure de base des flavonoides, quel ques composés issus de cette famille.
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Figure 3 : Squelette de base des flavonoides

OH
HO @) HO 0]
OH
OH O OH o

Flavone Flavonol

OH

Figure 4 : Structure de flavone et de flavonol [12]

OH
OH
Q
HO o & HO o
OH o OH O
Flavanone Diyhdroflavonal

Figure5 : Structure de flavanone et de diyhdroflavonol [12]

| soflavone Néoflavone

Figure 6 : Structure d’isoflavone et de neoflavone [12]
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.2.2.1.2.Lestanins

La famille des tanins est plus au moins complexe, les principes actifs appartenant a
cette famille se retrouve pratiqguement dans I'ensemble des végétaux, et dans toutes leurs
parties (écorces, racines, feuilles, etc.). Leur structure chimique de base est particulierement
variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique ; il existe deux catégories de
tanins, d'origine biosynthétiques différentes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés
[13].

- Tanins hydrolysables : Sont des polyesters de glucides ou d’acide-phénols selon la

nature de ces tanins. (Figure?)

OH
HO
o \\\\\\OH
O S
7
HO
\
(@) RO
HO
OH

Figure 7 : Structure des tanins hydrolysables
-Les tanins condensés : Ce sont des polymeres flavanoliques, constitués d’unités de
flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone le plus souvent C4-Cg ou Cy4-Co

telle que la catéchine ou I’épicatéchine (Figure8) [14].

Figure 8 : Structure des tanins condensés
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[.2.2.1.3.Lescoumarines
Les coumarines sont des substances naturelles connues, il s’agit de composés a neuf

atomes de carbone possédant |e noyau benzo (2H)-1 pyrannone-2. Ces composés dériveraient
de la cyclisation de I’acide cis cinnamique oxygéné en C-2 [11]. La structure ci-dessous

présente |la structure de base des coumarines.

=4

@) @)
Figure9 : Structure de base des coumarines [15]

|.2.2.2.Lescomposester péniques

[.2.2.2.1.Les stéroides
Le terme stéroide tire son origine du mot grec" Stéréos' signifiant "Solide" est

désignant toutes les molécules comportant un squel ette tétracyclique (figure 10) [16].

Figure 10 : Structure de base des stéroides

L es stéroides représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol ou de ses
homologues particulierement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de

substances naturelles présente une sous-classe de triterpenes [17].
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CHs OH
CHg
0
CHg
CHs
CHs
o 0]
Progestérone Testostérone
Figure 11 : Quelques exemples des stéroides [17]
1.2.2.2.2.L esstérols

La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols [18]. Les stérols sont
des stéroides dérivant des triterpenes et formant ainsi tout un groupe d’alcools solides [19]. Ce
sont des composes tétracycliques comportant les plus souvent 27, 28 ou 29 atomes de carbone
[20].

////, 1,
.,

HO
Figure 12 : Structure de cholestérol appartenant alafamille des stérols

|.2.2.3.Lesterpénoides

Les terpénoides, appelés parfois isoprénoides, forment une classe large et diverse de
COmposes organiques que I'on rencontre dans la nature, similaires aux terpenes, dérivant
d'unité isopréne a cinq carbones assemblés et modifiés de milliers de fagons. Ces lipides
peuvent étre trouvés dans toutes les classes de créatures vivantes, et constituent le plus large

groupe de produits naturels [21].




Chapitre Les plantes médicinales et leurs principes actifs

|.2.2.4.Leshuiles essentielles

Les HE sont définis comme étant des extraits volatils et odorants. Elles se forment
dans un grand nombre de plantes comme sous produits du métabolisme secondaire. Les HE
ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers [14]. Ce sont des substances
huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs généralement fortes [22]. Généralement incolores
ou jaune pale [23]. La plupart des huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de I’eau
[24].

Les principes actifs formant les HE appartiennent généralement a la famille des

terpenes :
X /

OH

Nérol (2) a-Myrcene
Figure 13 : exemples de monoterpenes

OH

. III///
‘OH

H
Preénol 3-Méthyle but-3-éne-2-ol

Figure 14 : Exemples d’hémiterpenes

=

Germacréenec a-Silinéne
Figure 15 : Exemples des sesguiterpene
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|.2.2.5.L es saponosides

On entend par saponosides (mot latin « sapon », savon ; « saponaire », I’herbe a
savon), des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une
grande place parmi les substances d'origine végétale [ 25].

L es saponosides sont classés en deux groupes selon la nature de leur structure qui peut

étre soit stéroidiques (Figure 15), soit triterpéniques (Figure 16) [26].

\ e
P HsC CHg
1|9
12 8 22
A /1 N
11 13 17\
PO
w0 g |\15
|\ 27 CHs
3 726 CHs
\4 6/
HO HO
23/ \24 HsC CHs
o-Amirine B-Amirine

Figure 17 : Exemples des saponosides a génines triterpénes

|.2.3.L es composés azotés
Les acaloides, forment la famille principale des principes actifs azotés, ce sont des

molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement chez les végétaux, mais aussi chez
les animaux. Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté [27]. 1l existe plus de

six mille acaloides connus mais ce chiffre est en constante augmentation [28].
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Les principaux cycles azotes des alcaloides sont de type (figure 8): Indole (a),
Quinaline (b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), Quinolizidine (f), La morphine (g)
et Smatolanidine (h) [29].

NH N N
\ ~

:///// 7] ///

HO
g h
Figure 18 : Les principaux cycles azotés des alcal oides [ 29]
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|.3.Description dela plante

|.3.1.Famille deslamiaceae

La plante choisie appartient a la famille des lamiacées. Cette famille est composée de
pres de 260 genres et 7000 especes d’herbes, d’arbustes et d’arbres, a tige quadrangulaire et a
inflorescences verticillées. Les feuilles sont généralement opposées ou verticillées, ssmples ou
tres rarement banniere ; il N’y a pas de précise.

Les fleurs sont bisexuées et zygomorphes, les inflorescences sont en cymes bipares
puis unipares par mangue de place. Le calice typiquement 5-meére, parfois bilabié et porte 5 a
15 nervures protubérantes. La corolle est harmonie et typiquement bilabiée, avec deux lobes
formant une lévre supérieure et trois lobes formant lalévre inférieure [30].

L’androcée peut consister soit en quatre étamines didynames, soit en seulement deux
étamines soudées au tube de la corolle ou & la zone constituant et aternant avec les lobes
[31].

|.3.2.Distribution :

La distribution géographique des lamiacées est universele. Les lamiaceae sont
rencontrées sous tous les climats, atoutes les atitudes. Certains des 260 genres que compte la
famille sont quasiment universels, d’autres ont une distribution plus restreinte, rare dans le
milieu forestier tropical. Les lamiaceae se concentrent particuliérement dans la région

méditerranéenne [32-33].

|.3.3.Classification dela plante: [34]

Nom en frangais : Marrube blanc.

Nom Scientifique : Marrubiumvulgare L

Nom commun : Marrube blanc, marrube commun, marrube vulgare, marrube des champs,
marrube officinal, bonhomme.

Nom en arabe 14z«

Nom en tamazight : Merrouelleth

Famille : Lamiaceae

13
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Figure 19 : Laplante Marrubium vulgare L

|.3.4.Description botanique

Le marrube blanc est une plante herbacée, durable, & une odeur farigoule. Il a une
couleur grisétre, il peut atteindre 45 a 70 cm de hauteur, de tige carrée. Les feuilles sont
pétiolées, ovales, arrondies et duveteuses. Elles ont un aspect froisse. La poussée est
irrégulierement crénelée sur les bords. Les fleurs de la plante sont blanchétre, petites groupées
en verticilles globuleux a I’aisselle des feuilles. Cette plante est originaire d’Europe,
d’Afrigue du Nord et d’Asie. Le marrube est une plante pionniére, qui colonise les terres non

cultivées, les prairies seches et lesfriches [34].
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I1.1.Les techniques d’extraction

[1.1.1.La macération

C’est une technique qui consiste a laisser un solide dans un liquide (eau, solvant, ou
mélange des solvants) pour en extraire les composés solubles.

La macération peut étre considérée comme une méthode plus rapide et efficace. Elle
permet d’utilisé une technique simple, d’obtenir un rendement élevé en extrait, avec une durée

d’extraction souvent limitée [35].
I1.1.2.La décoction

Cette préparation sopére en faisant bouillir les plantes dans un solvant convenable le
plus souvent dans de I'eau, Elle convient surtout aux écorces, aux racines, tiges et fruits. On
laisse bouillir pendant un temps plus ou moins long selon les especes, en général de 10 a 30
minutes. Pour extraire le plus possible de principes actifs, il faut avoir soin de triturer la partie
des plantes en petits morceaux. Cette méthode est généralement utilisée pour les plantes ayant
des métabolites solides [36].

[1.1.3.L"infusion

Elle consiste a verser de I'eau bouillante sur les plantes (ou encore a jeter les plantes
dans le récipient contenant |'eau bouillante) au moment précis ou |'eau entre en ébullition. On
couvre le récipient et on laisse infuser le temps nécessaire. Le temps d'infusion est variable
suivant la nature de la plante : de dix minutes a une heure ; il vade soi que celle des plantes a
tissus plus épais (racines, tiges). C'est par I'infusion que sont traitées les plantes médicinales

les plus couramment utilisées : camomille, menthe, thé, tilleul, verveine...etc [36].

I1.1.4.L°entrainement a la vapeur d’eau

L’ entrainement & la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention
des HE. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct de
I’eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la
matiére végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et liberent les huiles essentielles qui sont vaporisées sous
I’action de la chaleur pour former un mélange « eau + HE». Le mélange est ensuite véhiculé
vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase

organique ; les HE. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre
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I’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation

pouvant nuire a la qualité de I’huile [37].

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’hufle essentiele

Hulle essentiells
Plantas aromatigues

Vapour d'eau

Eau fraide

Eau

e

Cau florale +
huile essentielle

Eau fiorale

ChaleUl —— ]

(VAVAVAVAVEY

(=110 ]

Figure 20 : Montage d’entrainement a la vapeur d’eau [38]

I1.1.5.L"hydrodistillation

C’est la méthode la plus ancienne utilisée pour I’obtention des HE. Son principe
repose sur une distillation hétérogene, il consiste a immerger la matiere premiére végétale
dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau
placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a I’ébullition. La chaleur permet
I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont
contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un meéelange

azéotropique.

Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HE se séparent de I’eau par
différence de densité. Au laboratoire, le systeme utilisé pour I’extraction des huiles
essentielles est le clevenger (figure 21). La durée de I’hydrodistillation peut aller jusqua 5

heures pour une meilleure obtention des HE [37].
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Figure 21 : Montage d’hydrodistillation

11.1.6.Autres méthodes d’extractions

[1.1.6.1.L’expression a froid

Le procédé d'extraction par expression afroid est assurément le plus ssmple mais aussi
le plus limité. 1l est réservé a I’extraction des composés volatils dans la surface extérieure des
noix qui ont une tres grande importance pour I’industrie des parfums et des cosmétiques.
Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur composition en terpenes. 1l s’agit
d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en cellules sécrétrices.
L’essence libérée est recueillie par un courant d’eau et recoit tout le produit habituel de

I’entrainement a la vapeur d’eau, d’ou la dénomination d’HE [39].

[1.1.6.2.L hydrodiffusion

L hydrodiffusion est une variante de I’entrainement a la vapeur (figure 22). Cette
technique relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi I’action osmotique de la
vapeur d’eau. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur

d'eau au travers de la matrice vegétale [37].
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Figure 22: Le montage d’hydrodiffusion
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés voldtils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau. De plus,
I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la
distillation et donc alaréduction de la consommation de vapeur [37].

11.1.6.3.L extraction par du CO, supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I’état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet I’extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de
carbone est liquefié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie. Il est
ensuite injecté dans I’extracteur contenant le matériel végeétal, puis le liquide se détend pour se
convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en
solvant (figure 23) [40].

Cormpraseur.

S RFAERT
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11.1.6.4.La centrifugation différentielle

Cette technique permet d'exposer des échantillons a de fortes accélérations qui
permettent la séparation des constituants. Le champ d'accélération peut étre celui de la terre
(9= 9.81 ms?), il ne permet alors que la sédimentation de grosses particules, appelée parfois
décantation. La force centrifuge accélére la séparation de principes actifs en fonction de leur
densité. Les principes actifs les plus lourds se déposent au fond des tubes. La centrifugation
différentielle est un procédé qui sépare les différentes particules en fonction de leur taille par

une succession de centrifugations, dont I’intensité croit au fur et a mesure [41].

Figure 24 : Lacentrifugation différentielle

I1.2.Les méthodes de car actérisation
I1.2.1.La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Les progres
technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et
des détecteurs ont contribué a rendre la CPG obligatoire pour la caractérisation des HE. Le
chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules : un injecteur, une colonne

capillaire dansle four et un détecteur (figure 25) [42].
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Figure 25 : Schémadu principe de la CPG [43]

Le mode d’injection le plus répandu est I’injection en “‘split’” ou injection avec
“‘division de flux’’, il est utilisé pour I’analyse de solutions concentrées. L’injection se fait
dans une chambre & haute température de facon a rendre le produit a analysé sous forme de
vapeur. L’échantillon est rapidement introduit dans I’injecteur ou il est instantanément
vaporisé et mélangé au gaz vecteur (hélium, azote, argon, ou hydrogéne). Une éectrovanne
permet de régler le débit de mélange gazeux (gaz vecteur + échantillon). Ce procédé permet
de faire en sorte qu’une fraction importante du flux gazeux soit évacuée, diminuant ainsi la
quantité d’échantillon qui pénetre dans la colonne et évitant de saturer la phase stationnaire
[42].

Le four contient I’élément clé de la séparation chromatographique de la colonne
anaytique. Cette colonne peut étre de deux types : colonne remplie ou colonne capillaire.
Dans le cas des HE, les colonnes capillaires semblent plus adaptées ; elles sont en métal, en
verre ou plus souvent en silice fondue. Les substances de I’échantillon traversent la totalité de
la colonne ou est placée la phase stationnaire.

Les constituants d’un mélange sont sépares en fonction de leur polarité si la phase
stationnaire est polaire, de leur volatilité si cette derniere est apolaire. Leurs différences de
propriétés physicochimiques leur conférent des vitesses d’élution et ils sont donc séparés en
fonction du temps. lls arrivent a I’extrémité de la colonne, ils sont alors détectés et
enregistrés. La chromatographie en phase gazeuse permet donc de séparer un mélange gazeux
complexe par succession continue d’équilibre entre phase mobile gazeuse et phase
stationnaire [43].
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I1.2.2.La Chromatographie sur couche mince (CCM)

Il s’agit d’une technique de routine utilisée pour I’analyse rapide de fractions obtenues
a la suite d’une séparation initiale. Elle repose principalement sur des phénomeénes
d'adsorption. Apres que I'échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, fixée sur une
plague de verre ou sur une feuille semi-rigide en plastique ou en aluminium, les substances
migrent, entrainées par la phase mobile composée d’un ou de plusieurs solvants. Ensuite, le
repérage des molécules s’effectue soit par ultra-violet (UV), soit par un colorant spécifique
OU encore par exposition aux vapeurs d’iode [44].

Cette technique, beaucoup moins performante que la chromatographie en phase

gazeuse, peut étre utilisée en routine pour e contrdle de qualité des huiles essentielles [45].
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Figure 26: Chromatographie sur couche mince

I1.2.3.La chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne est une méthode importante pour la séparation d’un
produit contenant des impuretés difficiles a enlever par distillation ou cristallisation. Cette
technique sert également a séparer des produits organiques d’un melange. 1l existe plusieurs
types de chromatographie sur colonne basés sur le choix des deux phases, stationnaire et
mobile. La colonne peut étre remplie par I’oxyde d’aluminium, le gel de silice, séphadex ou
autres comme phase stationnaire, cependant la phase mobile peut y aller d’un solvant a un

autre selon la polarité choisie.
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I1.3.Les études antérieures

Plusieurs études en été portées sur cette plante tant qu’au niveau national ou dans les

pays étrangers.

» Caractérisations analytiques de quelques composés poly phénoliques et terpéniques
issus de la plante Marrubium déserti de la région de Ghardaia. Cette étude est une forme de

meémoire de Magister réalisé a I’université Kasdi merbah Ouargla en 2009 par F. Chebrouk.

Selon cette étude, la plante Marrubium contient plusieurs familles de composés
particulierement les huiles essentielles avec plus de 35 composés terpéniques abandonnés par
les sesguiterpenes et les poly phénols. Ces composés sont caractérises par UV. Les composés
terpéniques contenus dans cette plante sont abandonnés eux-mémes par des hydrocarbures a

un nombre impair d’atomes de carbone.
Signalons qu’aucune importance commerciale n’a été décrite par cette étude [60].

» Une deuxiéme étude plus récente a été consultée, il s’agit de la thése de doctorat de
Djahra Ali Boutlelis de [I’université Badji mokhtar- Annaba(2014), intitulée: Etude
phytochimique et activité antimicrobienne, antioxydant, anti hépatotoxique du Marrube blanc

ou Marrubiumvulgare L.

Cette étude a confirmeée la présence, en plus des composes terpéniques, des phénols,
des flavonoides et des tanins, ce qui prouve I’utilisation massive de cette plante en médecine
traditionnelle.

Selon cette éude toujours, cette plante possede de diverses activités biologiques telles

que les activités antibactériennes, antifongiques, antihépatotoxiques et antioxydantes [61].

» En 2014 un groupe de I'université de Abou Bekr Belkaid —Tlemcen a rgouté la
présence des alcaloides et les coumarines aux familles déa connues dans |a plante.

» Une quatriéme étude consultée et qui nous arrive du Maroc. Plus exactement de
I’université sidi Mohamed ben abdellah Maroc (2014) de Laaouachi F Z. Cette étude portée
sur I’extrait méthanolique du Marrube blanc elle confirme I’activité antioxydante et
antiprolifération du microbe de la plante, e¢ en méme temps prouve la présence des

flavonoides dans les feuilles et les tiges de la plante [34].
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> Coté médicina et pharmaceutique, une étude assez récente de Guiet Antony de
I’université de Nantes a prouvée I’utilité et I’'importance de la plante Marrubium vulgare L
dans laprévention du risque cardiovasculaire par passage par le dépistage et |a correction des

différents facteurs de risque cardiovasculaire.

Selon cette étude, les extraits agueux de Marrubium vulgare L. possedent des
propriétés tres intéressantes, notamment ; I’augmentation du transport inverse du cholestérol,
I’inhibition de I’oxydation par fixation des radicaux libres ce qui offre une source des

antioxydants. Cette étude aussi a prouvée la présence de la propriété anti-hypertensive.

Les molécules les plus actives de la plante décrtient dans cette étude sont le
marrubenol qui se comporte comme un bloqueur des canaux calciques de type L et la

marrubiine [62].
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I11.1.Sortie et choix du terrain

La sortie a été effectuée le 15-12-2016 a 10 h du matin vers les gorges de “Youkous®,
dans une journée ensoleillée. Nous avons locaise deux plantes dans ce site a fin de choisir
I’une des deux.

Le choix a été orienté vers la plante « Marrubium vulgare L » appelée aussi « Marrube
blanc » (Figure 1), car nous avons des difficultés pour chercher le nom scientifique de la
deuxieéme plante nommée populairement « El guetom » récoltée le jour méme.

Figurel: Vue générale delaplante de Marrubium vulgare L prise a partir du site de
lacueillette

[11.2.Espéce Marrubium vulgare L

Le Marrube vulgaire scientifiquement connu sous le nom Marrubium vulgare L est un
arbuste, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux appliqués, a feuilles petites en coin a
la base et portant quelque dents au sommet, fleurs en petites glomérules a I’aisselle des paires
defeuilles, corolle petite par apport au calice tubuleux, celui-ci s’accroit considérablement par
sa partie supérieure en formant autour du fruit une auréole membraneuse [46]. Toutes ces

qualités décrites dans la littérature ont été vérifiées dans la plante récoltée.
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I11.3.Classification de la plante: [47]

Tableau 1 : Systématique de la plante

Regne Végétale
Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotylédones
Sous-classe Gamopétale
Ordre Lamiaceae
Famille Lamiaceae
Genre Marrubium
Sous-espéce Marrubium vulgare L

[11.4.Cuelllette dela plante

La cueillette a été faite dans une zone montagneuse sablée, la plante peut aller jusqu'a
40 cm de longueur, d’une couleur vert grisatre, de feuille plutét rondelle, bref de

caractéristiques décrites auparavant.
I11.5.Séchage

L’ entreposage a été établé dans la méme journée de la cueillette, dans un endroit sec et

aéré sous une température moyenne de 25 °C. Le séchage a duré pendant un mois.

Devenues seches, les feuilles de la plante on été soumise aux différents tests chimiques
par I’intermédiaire d’une variété de réactifs, pour confirmer la présence ou I’absence de

certaines familles de composés naturels.

La masse de |a matiére seche utilisée pour le départ est exactement 300 gramme et les
40 grammes restante ont été utilisé ultérieurement. Cependant la masse verte de départ

dépasse largement 10 kg.
[11.6.Utilisation thérapeutique et populaire dela plante

Il a été constaté que certains extraits tanniques de la plante comme ceux des acer
inhibaient la croissance de champignons, de bactéries, de virus. Ceci justifie I’emploi de

drogues a tanins comme antiseptiques notamment dans les maladies pulmonaires [48].
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Selon lalittérature, la plante a plusieurs utilisation populaire telle que :

-Traitement des symptdmes en rapport avec I’insuffisance veinolymphatique (jambes
Lourdes, douleurs, impatiences des primo-décubitus).

- Traitement des signes fonctionnels liés ala crise hémorroidaire.

- Amélioration des troubles de la fragilité capillaire au niveau de la peav.

- Traitements des métrorragies lors de la contraception par micro progestatifs et des
meétrorragies dues au port du stérilet.

- Proposé dans les troubles impliquant la circulation rétinienne et/ou choroidienne.

- Traitement du lymphoedeme du membre supérieur apres traitement radio-chirurgical
du cancer du sein [49].

Pour certaines especes, particulierement désertiques la plante est utilisée pour traiter
les coliques, helminthiases, troubles digestifs tels que les troubles gastriques, les diarrhées et

les vomissements, toux, dysmeénorrhée, piqlre de scorpions, et alergies [50].

L’usage externe de la plante est indiqué dans les cas de brllures, plaies et fievre. A
coté chez nos voisins marocains les feuilles et les tiges de la plante en décoction, sont utilisées
contre lafievre, les douleurs et la migraine [51]. Elles sont utilisées aussi contre larage [52].
Les infusions de feuilles recommandées pour le traitement de la jaunisse, du diabéte, le point
de coté, les affections de larate, le paludisme, latyphoide et le typhus.

[11.7.Extraction
[11.7.1.Macération

Apres le séchage de la plante, nous avons pesé 300 g de la matiere verte (feuilles),
cette quantité est macérée dans 3,6 litre d’un mélange de DCM et MeOH [1-1], volume
suffisant pour couvrir latotalité de la matiére. (Figure2)

Le melange est gardé pendant 48 h a température ambiante a fin d’assurer la
dissolution quasi-totale des constituants solubles.

Cette opération a été répétée 3 fois avec le méme solvant aprés séparation par

évaporation.
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Figure 2 : Macération dans le mélange DCM — MeOH [1-1]

I11.7.2.Elimination dela chlorophylle
La solution organique obtenue apreés filtration est évaporée sous vide pour obtenir un
extrait brut, pour lequel on ajoute de I’eau bouillante (100 °C) et on laisse le contenu du
ballon au repos pendant 3 heures.
On agitant le ballon, la chlorophylle se colle, d’une maniere quasi totale, sur les parois du
ballon (Figure3), I’extrait est séparé par une simple filtration. L’opération est répétée plusieurs
fois afin d’éliminer toute présence probable de la chlorophylle. Quand a nous, trois opérations

ont été suffisante pour se débarrasser de cette matiére.

Figure 3 : Chlorophylle sur les parois
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111.7.3.0btention des extraits

[11.7.3.1.Extraction par I’éther de pétrole
On gjoute au filtrat obtenu précédemment (environ 200 ml), 40 ml de I’éther de

pétrole, le mélange est bien agité et puis gardé au repos pendant quel ques heures.

Aprés, nous avons procédé a une extraction liquide-liquide pour séparer les deux
phases formées dans une ampoule a décanter. On observe deux phases; phase supérieure
d’éther de pétrole d’une couleur verte claire et une seconde phase inférieure aqueuse d’une
couleur marron foncée. Cette opération est répétée 3 fois afin d’assurer la migration totale des

composes qui peuvent étre dissout dans I’éther de pétrole.

On procéde a la digtillation sous vide de la phase organique apres la récupération de
solvant (éther de pétrole) pour obtenir I’extrait (Figure 4). Masse de I’extrait : m, = 0,0133g.

Figure 4 : Extrait d’éther de pétrole
[11.7.3.2.Extraction par I’éther diéthylique

La phase aqueuse récupérée dans I’étape précédente a été traitée avec 60 ml de I’éther
diéthylique et on procede aux mémes étapes précédentes. On observe auss deux phases
différentes, phase supérieure d’éther diéthylique d’une couleur marron claire et phase aqueuse

d’une couleur marron foncée.

Aprés la séparation de la phase aqueuse, on procéde a une distillation sous vide de la
phase organique aprés récupération du solvant (I’éther diéthylique), on obtient ainsi le

deuxiéme extrait (Figure 5). Masse d’extrait : m, = 0,298 g.
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Figure5: Extrait d’éther diéthylique
I11.7.3.3.Extraction par I’acétate d’éthyle

Les mémes opérations précédentes ont été faites avec 60 ml d’acétate d’éthyle. La
couleur de la phase organique, dans ce cas, (phase d’acétate d’éthyle) est jaune claire alors
gue la phase agueuse a une couleur marron foncée (Figue 6). Masse d’extrait : mc = 0,4047 g.

Figure 6 : Extrait d’acétate d’éthyle

I11.7.3.4.Extraction par n-butanol

Finalement nous avons traité la phase aqueuse récupérée par 60 ml de n-butanol selon
les mémes étapes que nous avons décrit précédemment (Figure 7).

Masse d’extrait: mg= 2,4034g.
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Figure 7 : Extrait de n-butanol

La phase agueuse résiduelle est distillée sous vide pour I’obtention de I’extrait aqueux

(Figure8). Masse d’extrait : mg = 7,570 Q.

Figure 8 : Extrait de la phase aqueuse
Nous avons regroupe I’ensemble des résultats de ces opérations dans |e tableau suivant :

Tableau 2 : Lamasse des extraits

Extrait Masse
Extrait de I’éther de pétrole 0,0133g
Extrait d’éther diéthylique 0,298 g
Extrait d’acétate d’éthyle 0,4047 g
Extrait de n-butanol 2,4034g
Extrait de solution agueuse 75709
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I11.8.Schéma de séparation
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Figure 9 : Schémade séparation et I’obtention des extraits
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[11.9.Réactifs utilisés pour lestests des principes actifs
a- Réactif de Dragendr off
C’est un réactif constitue de deux solutions :
Solution A: 0.85 g de nitrate de bismuth dissoute dans un mélange de 10 ml d’acide
éthanoique et 40 ml d’eau.
Solution B: formée de 8.0 g d’iodure de potassium dans 20 ml d’eau.
Préparation: on verse 20 ml d’acide éthanoique sur un mélange de 15 ml de la solution
A et 15 ml de la solution B. on jauge jusqu'a 100 ml avec I’eau distillée [53] [54].
b- Réactif de Mayer
Le réactif de Mayer est constitué de deux solutions :
Solution A: 13.55 g de chlorure de mercure dissoute dans 20 ml d’eau distillée.
Solution B: 49.8 g d’iodure de potassium dissoute dans 20 ml d’eau distillée.
Préparation : on mélange les deux solutions et on jauge jusqu’a 1000 ml par de I’eau
distillée [55] [56].
c- Réactif de Wagner
C’est un mélange composé de 1.27 g d’iode et 2.0 g d’iodure de potassium dissout

dans 75 ml d’eau distillée. Ce mélange est jaugé jusqu'a I’obtention de 100 ml de la solution.

111.10.Tests de présence des principes actifs
a- Lesalcaloides
On dissout 1 g de la plante broyee dans 5 ml d’acide chlorhydrique HCI 1 %. On
ajoute a la solution obtenue, apreés filtration, de I’7ammoniac jusqu’a I’obtention d’un pH = 8 -
9. On procede ensuite a une extraction par 2 ml de chloroforme. L’opération est répétée trois
fois.
Aprés I’évaporation de la solution organique, on dissout le précipité obtenu dans 2 ml
de HCL 1%. On gjoute ala solution acidifiée quel ques gouttes du réactif de Mayer.
L apparition d’un trouble ou d’un précipité blanc prouve la présence des alcaloides
[57] [58].
b- Lessels d’alcaloides
On dissout 5 g de la plante broyée dans 30 ml d’éthanol. On agite pendant une heure et
on filtre. On évapore 2ml du filtrat obtenu et on goute 1 ml de HCL 10% au précipité, on
chauffe |égérement et on filtre. On goute au filtrat quelques gouttes de NH,OH jusqu’a un
pH =09.

32

—
| —



Chapitre 11 Description de la plante et protocole expérimental

On procede a I’extraction par le diéthyléther et on sépare le précipité auquel on ajoute
guelques millilitres de HCL 2% et quel ques gouttes des deux réactifs de Mayer et Wagner.
L apparition d’un précipité est un témoin de présence des sels d’alcaloides.
c- Lescardinolides
1 g de la plante est macérés dans I’éthanol 70%. On évapore I’extrait obtenu sous vide
et on gjoute au précipité le trichlorure.
L apparition d’une couleur violette prouve la présence des cardinolides [57] [59].
d- Lessaponosides
On agite le filtrat obtenu par macération de 2 g de la plante dans 80 ml d’eau distillée
pendant quelques minutes.
L’apparition d’une mousse dans le milieu prouve la présence des saponosides [57]
[58].
e- Lestanins
On agite le filtrat obtenu par macération de 1 g de la plante dans 8 ml d’alcool
éthylique 50 % pendant quel ques minutes. On gjoute quel ques gouttes de FeCL 3 au milieu.
L apparition d’une couleur verte prouve la présence des tanins [57] [58].
f- Lesflavonoides
On trempe 1 g de la plante dans 15 ml d’acide chlorhydrique 1 % pendant 24 heures,
on filtre et on procéde aux tests suivants
-On goute a5 ml du filtrat, du NH,OH jusqu’au pH basique.

L apparition d’une couleur jaune prouve la présence des flavonoides [57] [58].

I11.10.Résultats destests préliminaires
Nous résumons enfin toutes les opérations effectuées sur la plante Marrubium vulgare L
dans les tableaux suivants :
Tableau 3 : Extrait d’éther de pétrole.

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaloides -

Sels d’alcaloides -

Flavonoides -
Saponosides -

Tanins +

Cardinolides -
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Seuls les tanins qui ont marqués leur présence dans cet extrait. Le reste des principes
actifs testés n’ont donné aucun signe de présence.
Tableau 4 : Extrait de diéthyléther

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaoides -

Sels d’alcaloides -

Flavonoides -
Saponosides -

Tanins +

Cardinolides -

Méme remarque que la précédente, seuls les tanins sont présents.

Tableau 5 : Extrait de I’acétate d’éthyle

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaloides -

Sels d’alcaloides +

Flavonoides -
Saponosides -

Tanins +

Cardinolides -

A coté des tanins qui ont donné un signe de présence, les sels d’alcaloides sont aussi
présents.
Tableau 6 : Extrait de n-butanol

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaloides -

Sels d’alcaloides -

Flavonoides -

Saponosides +

Tanins +

Cardinolides -

L es tanins toujours sont présents, les saponosides sont aussi présents.
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Tableau 7 : Extrait de la solution aqueuse

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaoides +
Sels d’alcaloides -
Flavonoides -
Saponosides +
Tanins +
Cardinolides -

Nous remarquons que la totalité des al cal oides sont passés dans |a derniére phase

(agueuse) a cOté des tanins, toujours présents, et |es saponosides.

Tableau 8 : Extrait delaplante

Principes actifs Résultats des tests préliminaires
Alcaoides +
Sels d’alcaloides +
Flavonoides -
Saponosides +
Tanins +
Cardinolides -

L’extrait aqueux de la plante pris directement vérifie visiblement la totalité des
principes actifs qui ont marqué leurs présences dans les cing extraits obtenus par séparation.
Donc les alcaloides, leurs sels, les saponosides et les tanins sont présents dans la plante
récoltée en mois de décembre.

Signalons enfin que le test des huiles essentielles était positif (quantité trés faible) dans

cet extrait malgré la mauvaise période de larécolte.
Remarque: Les sels d’alcaloides sont détectés aprés qu’on a soumis I’extrait d’acétate

d’éthyle et celui de la plante a une séparation par centrifugeuse. Leurs présences peuvent étre

considérées comme traces.
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[V.1.Introduction

Les calculs rénaux utilisés dans notre travail sont des calculs d’une personne agée de
61 ans, obtenus apres I’ablation du rein gauche. Selon le bilan médical du malade, ces calculs
sont précipités au cours d’une grande durée qui peut étre alé jusgu'a 40 ans ce qui explique

leur forte dureté.

La surface extérieure des calculs est trés rameuse ce qui rend difficile a déterminer la
surface fictive qui en contact avec les solutions utilisées. Notre travail aors est rapporté sur la

masse du calcul uniquement.

Lafigure ci-dessous présente I’un des calculs rénaux utilisés (figure 36).

Figure 36 : Le calcul réna

Les quatre extraits organiques obtenus sont totalement évaporés a I’air libre pour
obtenir un précipité correspondant. A ces quatre extraits, nous avons rajouté la solution
agueuse mere, c'est-a-dire la solution aqueuse récupérée apreés I’infusion de la plante dans de
I’eau distillée.

|V.2.0btention des solutions utilisées

A I’exception de I’extrait de I’éther de pétrole obtenu avec une masse trés faible
(0,0133 g) et qui est totalement dissoute dans 150 ml d’eau distillée, nous avons dissout 0,3 ¢
de chaque précipité obtenu a partir de I’extrait correspondant par évaporation a I’air libre du
solvant dans 25 ml d’eau distillée pour avoir la méme concentration et par suite pour faciliter

la comparaison des différents effets sur les calculs.
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A ces quatre solutions préparées, nous avons rgjouté 25 ml de la solution mére obtenue
par infusion dans de I’eau ditillée et la solution agueuse résiduelle restante. Le travall
consiste a pesé un calcul el I'immergé dans I’'une de ces solutions pendant une période
déterminée.

IV.3.lmmersion pendant 24 h (1%°© série d’essais)

Les calculs pesés sont introduits dans des flacons pesés auparavant, contenants les
solutions des extraits a éudier. Ces flacons, bien fermeés, sont trempés initialement dans un
bain a une température ensuite a 37 °C, c'est-a-dire la température du corps humain, pendant

24 heures. Les calculs sont enlevés soigneusement du milieu et sechés pendant 24 heures a

I’air libre et pesés pour comparer la masse de chaque calcul avant et apres I’immersion.

L es solutions utilisées sont numéroté comme suivant :

[EEN

- solution issue de I’extrait de n-butanol

2 : solution agueuse restante

3: solution issue de I’extrait de I’éther de pétrole
4 : solution mere

5 : solution issue de I’extrait de I’acétate d’éthyle
6 : solution issue de I’extrait de I’éther éthylique
Et on définie les masses comme suivant :

M- masseinitiale du calcul immerge a37°C

M. masse du calcul apres 24 h de sechage

M 3. masse du calcul aprés une semaine de séchage
Ami: M1-My; A - M1-M3

Am arondie - ladifférence de la masse par apport a3 g
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L e tableau suivant regroupe les différents résultats d’une maniere aléatoire :

Tableau 9 : Résultats d’immersion pendant 24 h (1%© série d’essais)

Masse M 1 M 2 Aml: Aml arrondie M 3 Am2 Am2arrondie

Extrait M- M>

1 2,6630 2,6874 -0,0244 | 0,0275 2,6546 0,0084 0,0095

2 1,5821 1,6112 -0,0291 | 0,0552 1,5827 0,0006 0,0012

3 1,1003 1,1790 -0,0787 | 0,2146 1,0896 0,0107 0,0292

4 15141 1,5704 -0,0563 | 0,1116 1,5120 0,0021 0,0042

5 1,0558 1,0797 -0,0239 | 0,06779 | 1,0564 -0,0008 | -0,0023

6 0,8617 0,8717 -0,0100 | 0,0349 0,8592 0,0025 0,0088

|V.3.1.Discussion

Les calculs utilisés sont tres rigides de fagon qu’on n’ait pas pu obtenir des fractions
de méme poids. Ils sont fracturés, alors, en parties allant de 0.8592 g a 2.6546 g. Pour des

raisons de comparaison, hous avons arrondi nos résultats a 3 grammes.

Les résultats obtenus montrent clairement I’augmentation totale en masse des six
échantillons apres 24 h de séchage. Cette augmentation est due, a notre avis, ala pénétration
profonde du milieu aqueux dans les calculs ce qui nécessite une prolongation de la période de

sechage.

Aprés une semaine, les échantillons sont repeses une deuxiéme fois, et les résultats
obtenus cette fois ci sont tres encourageant ales expliquer.

Aprés I’arrondissement des Anz = M- M3 (perte en poids aprées 24 heures d’immersion
et une semaine de séchage) a 3 g, I’effet des difféerents extraits sur les calculs se differe les uns

des autres.
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La solution issue de I’extrait de I’éther de pétrole a un effet tres positif sur le calcul
malgré la faible concentration utilisé, la perte en poids atteint un maximal de 0.0292 g pour la
masse arrondie (0.0107 g pour 1.1003 g prisent initialement). Cet extrait, selon les tests

préliminaires porte la présence des tanins uniquement.

Loin de cette solution, la perte en poids des solutions issues de I’extrait de butanol
normal avec Amz = 0.0095 g arrondie et la solution issue de I’extrait de I’éther éthylique avec
Amz = 0.0088 g arrondie occupent successivement le deuxieme et le troisieme rang atrois fois
moins que I’effet de I’extrait du premier rang. On margue la présence des tanins aussi dans

ces deux extraits en plus des saponosides pour I’extrait de butanol normal.

Un signe positif mais tres faible par rapport a la solution d’éther de pétrole est la
remargue importante portée pour la solution mere issue directement de la plante par une
infusion. La perte en poids de cette solution n’est que de I’ordre de An, = 0.0042 g arrondie,
soit pratiguement 7 fois moins que I’extrait du premier rang. Cette solution contient
essentiellement en plus des tanins et les saponosides, des alcaloides et leurs sels. Ces deux

derniéres familles jouent, probablement, un réle négatif dans I’effet de perte en poids.

La solution aqueuse résiduelle ne porte aussi aucune signification matérielle par
rapport aux précédentes. Elle est |égerement au dessus du zéro (Amz = 0.0012 g), soit plus de
24 fois moins que I’extrait du premier rang. Cette solution contient les mémes principes de la

solution mere a I’exception des sels d’alcaloides.

Enfin la solution issue de I’extrait d’acétate d’éthyle, a I’exception du reste, porte une
perte en poids négative mais faible (Am; = -0.0023 g). Cela a notre avis peut avoir plusieurs
explications telles que I’effet négatif de la composition de I’extrait ou méme le mauvais
séchage de I’échantillon. On remarque selon les tests préliminaires que cet extrait contient
majoritairement les sels d’alcaloides qui peuvent avoir un effet négatif sur la perte en poids

descalculs.
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Chapitre IV

Discussion des résultats

Le tableau donné au dessus peut étre réorganisé selon I’importance des extraits par la

forme suivante :

Tableau 10 : Réorganisation des extraits de la premiére série

N° | Solutions M M2 Am1 Amiarondie | M3 Amp Amaarrondie
1 | Ether de pétrole 1,1003 | 1,1790 |-0,0787 | -0,2146 | 1,0896 | 0,0107 | 0,0292
2 | n-Butanol 2,6630 |2,6874 |-0,0244 | -0,0275 | 2,6546 | 0,0084 | 0,0095
3 | Ether éhylique 0,8617 |0,8717 |-0,0100 | -0,0349 | 0,8592 | 0,0025 | 0,0088
4 | Solution mere 15141 | 15704 |-0,0563 | -0,1116 | 1,5120 | 0,0021 | 0,0042
5 | Solutionagueuse | 1,5821 | 1,6112 | -0,0291 | -0,0552 | 1,5827 | 0,0006 | 0,0012
6 | Acétate d’éthyle 1,0558 | 1,0797 | -0,0239 | -0,06779 | 1,0564 | -0,0008 | -0,0023

IV.4.lmmersion pendant 72 h (2°™ série d’essais)

Le tableau ci-dessous présente les résultats de trempage des calcules dans les mémes

solutions dans un bain Marie a 37°C mais pour une période allongée a 3 jours. Les pertes en

poids obtenues cette fois ci ne traduit pratiquement aucune valeur considérable, méme avec

un séchage allongé a une semaine. Ceci peut étre expliqué par I’absence quasi-totale de la

matiere active dans les solutions réutilisées. On propose d’avantage de préparer une nouvelle

série de solutions et d’examiner I’effet de perte en poids pendant trois jours.

Tableau 11 : Résultats d’immersion pendant 72 h (

2éme

série d’essais)

N° | Solutions M M2 Am Amiarrondie | M3 Amp Amparrondie
1 n-Butanol 2,6546 | 2,6655 | -0,0109 | -0,0124 | 2,6543 | 0,0030 | 0,0004
2 | Acétate d’éthyle | 1,5827 | 1,5855 | -0,0029 | -0,0055 | 1,5801 | 0,0026 | 0,0050
3 | Ether depétrole | 1,0896 | 1,1001 | -0,0106 | -0,0292 | 1,0884 | 0,0012 | 0,0034
4 | Solution mére 1,5120 | 1,5180 | -0,0060 | -0,0120 | 1,5116 | 0,0004 | 0,0008
5 | Solution aqueuse | 1,0564 | 1,0596 | -0,0032 | -0,0091 | 1,0559 | 0,0005 | 0,0015
6 | Ether éhylique 0,8592 | 0,8621 | -0,0029 | -0,0102 | 0,0801 | -0,0009 | -0,0032

—
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IV.5.lmmersion pendant 72 h (3™ série d’essais)

Afin de s’assurer des résultats de la premiére série apparient trés impressionnants, au
détriment de la deuxiéme série, nous avons procédé a une troisiéme série tout en préparant de
nouvelles solutions a partir des extraits initiaux. Signalons que la solution d’éther de pétrole a

été utilisée entierement vue sa quantité faible.
Les résultats de troisieme série d’essais sont regroupes dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12 : Résultats d’immersion pendant 72 h (3éme série d’essais)

N° | Solutions M1 Mo Am1 Amiarondie | M3 Dmp Amoarrondie

1 n-Butanol 2,6516 | 2,6505 | 0,0011 | 0,0013 2,6473 | 0,0043 | 0,0048

2 | Acétate d’éthyle | 1,5783 | 1,5757 | 0,0026 | 0,0049 15720 | 0,0063 | 0,0119

3 Ether depétrole | 1,0866 | 1,0809 | 0,0057 | 0,0157 1,0750 | 0,0116 | 0,0340

4 Solution mere 1,5106 | 1,5101 | 0,0005 | 0,0009 1,5071 | 0,0035 | 0,0069

5 | Solutionagqueuse | 1,0538 | 1,0555 | -0,0017 | -0,0048 | 1,0539 | -0,0001 | -0,0002

6 Ether éthylique 0,8587 | 0,8569 | 0,0018 | 0,0062 0,8562 | 0,0025 | 0,0087

Apreés 72 heures d’immersion a 37°C, nous avons remarqueé que la perte en poids apres
72 heures de séchage est dans I’ensemble positive (sauf le cas de la solution issue de I’extrait
d’acétate d’éthyle). Le séchage prolongé a une semaine avait confirmé les résultats de la
premiére série.

La solution de I’éther de pétrole prend toujours la premiére position en perte en poids
de ces calculs en passant méme de Amz = M- M3 = 0.0292 g pour une immersion de 24 h a
Am = 0.0340 g pour une immersion de 72 h. Ce résultat explique la consommation quasi-totale

de lamatiére pendant les premieres 24 h.

Le méme positionnement précédent est maintenu pour la deuxieme place, la perte en
poids des calculs immergés dans la solution issue de I’extrait de n-butanol avait grimpé vers
Ampz = 0.0119 g, mais elle reste loin du résultat de I’extrait de 1’éther de pétrole.
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Méme remarque est prise pour la troisieme position confirmée aussi pour I’extrait
d’éther éthylique en perdant 0.0087g de la masse de départ. Cette perte en poids reste la
méme que dans le cas d’immersion pendant 24 h (0.0088 g) malgré le prolongement de la

période d’immersion a 72 heures.

La solution mere conserveé aussi sa quatriéme position avec une |égere augmentation
de la perte en poids entre les deux temps d’immersion. Ay, = 0.0069 g pour 72 h d’immersion,

alors que cette perte était de I’ordre de Ay = 0.0042 g pour 24 h d’immersion.

Malgreé gque la perte en poids soit multipliée quatre fois, la solution aqueuse restante a

gardée sa place en classement comparatif des deux immersions.

Enfin la solution issue de I’extrait de I’acétate d’éthyle a confirmé le réle négatif en
perte en poids méme s elle est pratiquement nulle An, = -0.0002 g.

Aprés cette bréve discussion de cette troisieme série d’essais, nous redressons le

tableau des résultats selon le classement descendant de la perte en poids.

Tableau 13 : Réorganisation des extraits de latroisiéme série

N° | Solutions M M2 Am1 Amiarondie | M3 Amp Amparrondie
1 Ether de pétrole 1,0866 | 1,0809 | 0,0057 | 0,0157 1,0750 | 0,0116 | 0,0340
2 n-Butanol 1,5783 | 1,5757 | 0,0026 | 0,0049 1,5720 | 0,0063 | 0,0119
3 Ether éthylique 0,8587 | 0,8569 | 0,0018 | 0,0062 0,8562 | 0,0025 | 0,0087
4 Solution mere 15106 | 1,5101 | 0,0005 | 0,0009 15071 | 0,0035 | 0,0069
5 Solution aqueuse | 2,6516 | 2,6505 | 0,0011 | 0,0013 2,6473 | 0,0043 | 0,0048
6 Aceétate d’éhtyle | 1,0538 | 1,0555 | -0,0017 | -0,0048 | 1,0539 |-0,0001 | -0,0002
(@)
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Conclusion générale

L’objectif principal de cette initiation a la recherche est d’étudier et de connaitre la
différence entre les différents extraits issus de la plante Marrubium vulgare L, appartenant a

lafamille des lamiaceae.

Au cours de ce travail, nous avons réalisé une étude bibliographique portée sur les
plantes médicinales et leurs métabolismes, comme nous avons décrit les méthodes utilisées

pour la séparation et la purification des extraits de plantes.

Aprés la réalisation des tests préliminaires décrivant la présence ou I’absence des
métabolismes secondaires de base, nous avons choisi de fractionner I’extrait, déchlorophyllé
au départ, obtenu par macération dans le DCM-MeOH (1-1) en cing extraits selon une
separation liquide-liquide et pour lesquels nous avons gouté un sixieéme extrait obtenu

directement par infusion de la plante dans de I’eau distillée.

Par suite nous avons éetudie I’effet de perte en poids de ces six extraits sur des calculs

rénaux obtenus par ablation du rein d’une personne agée de 61 ans.

Bien que la recherche a été mené d’une maniére rapide et sans choix précis de la
plante et la saison de la récolte, les résultats de cette initiation montrent qu’il ya une
différence claire entre les pertes en poids des calculs dans ces six extraits tant que positifs ou
négatifs ce que nécessite un suivi ultérieur de ces résultats. Les résultats obtenus sont
confirmés par une troisiéme serie d’essais apres un échec inattendu de la deuxieme série
causé, a notre avis, par la réutilisation des solutions consommées en principes actifs

influencant la perte en poids des calculs utilisés.
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