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Introduction générale 

La flore d’Algérie est particulièrement riche en espèces, la diversité de l’Algérie en 

Climats et sols lui donne une place privilégiée pour la culture et l’exploitation des Plantes. Un 

très grand nombre de ces espèces pousses à l’état naturel et endémique. 

Certaines se révèlent d’une grande valeur agronomique, car elles sont utilisées comme 

Fourrage pour bétail ou sous forme de plantes alimentaires, d’autres ont une application 

Médicinale [1]. 

Le genre Medicago renferme 34 espèces annuelles et 21 espèces pérennes qui présentent  

Un intérêt agro-économique du fait de leur excellente qualité fourragère et de l’enrichissement 

de la fertilité du sol qu’elles assurent. En Algérie, ces plantes [2]. Assurent L’amélioration de 

la flore des jachères pâturées, entrent facilement dans la rotation avec les Céréales se régénèrent 

par auto-semis et constituent une bonne réserve de semences dans le sol [3]. 

C’est dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel que s’inscrit notre étude. 

L’espèce que nous avons étudiée est : luzerne de la famille Fabaceae (Medicago sativa L), 

légumineuse vivace, Cette plante utilisée comme l'alimentation animale.  

La démarche poursuivie dans la réalisation de ce mémoire consiste à faire un travail 
comportant : 

1- dans Le première chapitre : Qu'est-ce que la Medicago sativa L ? Ses usages et son 
importance, les métabolites premier et secondaire  Nous avons fait mention les flavonoïdes et 
les polyphénols, les méthodes d’extraction utilise (macération, infusion, chauffage à reflux 
ultrason  …etc.  

2-Dans le deuxième chapitre : La partie expérimentale avec la description du matériel 
végétal et les méthodes utilisées. Et le dosage des flavonoïdes et des poly phénols.  

3- le troisième chapitre Résultats et discussion qui comporte  une analyse de quelques 
paramètres physico-chimiques plus l’optimisation des facteurs d’extraction des métabolites de 
la plante, etc. 

Et enfin, nous terminerons par une conclusion. 
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I.1. Historique  

Au Moyen –Orient, 2000 ans avant J-C, les tablettes hittites notaient les mérites de cette 

Légumineuse pour l’alimentation animale et sa capacité à résister au déficit hydrique En outre, 

avec l’évolution des connaissances, les bienfaits de cette plante pour le sol ont été compris et 

évalués. La systématique et la phylogenèse du genre Medicago sont le résultat d’une longue 

suite de recherches marquant les étapes des diverses hypothèses successivement formées à 

l’égard de ce groupe de plantes. Linné (1753), Urban (1873), Taubert (1891), Ascherson et

 Graebner (1911), Trabut (1917), Hegi (1924), Fryer (1930) et enfin Sinskaja et ses 

collaborateurs (1935, 1940, 1950) cités par  [1]. Ont apportés des données de valeurs à ce sujet. 

Nous dirons seulement, d’après Sinskaja, que l’espèce ancestrale (primitive n=8) aurait été 

munie des caractères des genres Medicago et Trigonelle. De cette espèce ancestrale, les espèces 

hypothétiques Medicago hémicycle et Medicago. Glutinosa auraient tiré leurs origines (n=8 et 

16). Les Luzernes cultivées proviendraient de ces espèces anciennes. 

Le Medicago sativa L est une espèce pérenne tétraploïde, à côté des espèces pérennes, une 

place particulière doit être faite à l’ensemble des espèces annuelles diploïdes qui représentent les 

2/3 des espèces du genre Medicago (elles sont regroupées sous le vocable de Médicis). Originaire 

de la zone méditerranéenne, les médis sont particulièrement adaptés aux conditions de 

sécheresse : Australie, Chili, Californie. 

Le Medicago sativa L pérenne est originaire d’Asie occidentale (Asie mineure, Arménie, 

Mésopotamie, Perse.). Dans cette vaste région, on peut trouver la plus grande richesse de 

forme.il semble que l’on puisse localiser sa véritable origine dans la partie septentrionale de la 

Perse. La luzerne s’est répandue dans toutes les directions, perdant une partie de ses gènes, et 

continuant à en perdre suivant les milieux divers qu’elle traversait. Toutefois, il est probable 

que la luzerne se serait répandue tout d’abord en Grèce, plus précisément en Médie (d’où son 

nom grec: Medica) à L'époque des guerres médiques (environ 470 avant J–C  elle est propagée 

en Italie puis en Europe occidentale avec l’expansion de l’empire Romain. On retrouve encore 

aujourd’hui ces mêmes types dans les oasis [1].  Pendant l’extension de  son aire, elle a subi 

des hybridations qui ont été à l'Origine de nombreux types. 

Le Medicago sativa  L, est une des plantes les plus répandues sur tous les continents ; on 

la retrouve à peu près sous toutes les latitudes, depuis les régions équatoriales jusqu’aux abords 

du cercle arctique. Elle trouve, cependant, son plus grand développement dans les zones 
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tempérées chaudes : Etats-Unis, Europe, Amérique du Sud, Asie, Australie, Japon, Nouvelle-

Zélande et l’Afrique [2].   

Dans le monde, les superficies consacrées à la culture de luzerne, sont à peu près de 25 

millions d’hectares. Les Australiens utilisent ces Medicago sativa L diploïdes dans un système 

de culture spécifique basé sur une rotation céréales – medics: grâce à l’accumulation de graines 

dures, la prairie de medics se régénère entre deux cultures de céréales, même après plusieurs 

années. Ce système est applicable en diverses zones céréalières sèches: Maghreb, Moyen 

Orient, Espagne .Hormis cette utilisation peu répandue aujourd’hui, les medics jouent un grand 

rôle dans les espaces pastoraux méditerranéens de l’Europe du Sud et du Maghreb où les 

ressources fourragères proviennent essentiellement de la végétation spontanée dans laquelle les 

medics ont une part importante [2].    

I.2. Répartition et origine de Medicago sativa L  

C'est une plante originaire de l'Ouest de l'Asie (Afghanistan, Iran, Turquie), cultivée, et 

présente à l'état su spontané, dans tous les continents, dans les régions tempérées, jusqu'à 2000 

m d'altitude environ, et débordant largement vers les régions arctiques au nord et équatoriales 

au sud.  

Le Medicago sativa L  provient de l'ouest d’Asie où elle a été identifiée, il y a près de 

10000 ans. Elle est considérée dès cette époque comme un fourrage facile à cultiver et à stocker 

ce qui explique sa diffusion rapide en commençant par l’Europe méditerranéenne et l’Afrique 

de l’Est puis du Nord. 

Elle préfère les climats de type méditerranéen. Au total la luzerne représente dans le 

monde près de 32 millions d’hectares dont 14 millions en Amérique du nord ou elle est le mieux 

représentée pour moins de 600 000 hectares en France [3]. 

 
Figure I.1 : l’origine et la diffusion de Medicago sativa L. 
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I.3-Généralités sur la medicago sativa L  

La luzerne est une légumineuse de la famille des Leguminosae elle existe sous deux 

espèces Medicago sativa L et Medicago falcata L, caractérisée par sa capacité de fixer l’azote 

atmosphérique, grâce à une symbiose existant entre la plante et une bactérie qui se développé 

dans son système racinaire [4]. 

En effet, la symbiose avec la bactérie Rhizobium meliloti utilise l'énergie provenant de la 

photosynthèse pour assurer la transformation de l'azote de l'air, qui entre ainsi dans le circuit de 

la synthèse des protéines végétales. Cette opération se fait grâce à une enzyme, la nitrogénase 

[5]. 

En conditions favorables, c’est l’une des plus importantes espèces des légumineuses 

utilisée dans l’agriculture. Sa haute qualité nutritionnelle et son rendement végétatif fait d’elle 

un fourrage d’excellence [6].  

Elle est très cultivée est pour sa richesse en protéines (allant jusqu'à 55 %) et ses qualités 

d'amélioration des sols 

La luzerne constitue selon  [7]. 

 Une source d'azote pour d'autres cultures d'assolement.  

 Une culture propre à améliorer les sols. 

 Une source complète d'éléments nutritifs pour la production de viande et de lait.  

 Un aliment de haute qualité pour chevaux.  

Le Medicago sativa L s’adapte facilement à des milieux divers en termes de climat et de 

pluviométrie.  

Elle a une bonne tolérance aux températures relativement élevées (jusqu'à 30° C). 

Toutefois elle donne les meilleurs rendements en terres profondes, sans obstacles à son 

enracinement et saines, dans les sols dont le pH est supérieur à 6,5 (conditions nécessaires au 

bon fonctionnement de la symbiose avec le Rhizobium mélilots [3].    

I.4. Nom scientifique  

Son nom scientifique dérive de Médéa (Medicago) ancienne ville du Nord de l’Afrique, 

alors que sativa signifie cultivée et son nom vulgaire provient du mot arabe alfasfasat qui 

signifie « père de tous les aliments » [7]. 
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I.5. Description taxonomique  

Le Medicago sativa L est une plante herbacée vivace, allogame à pollinisation 

entomophile. La luzerne cultivée est le résultat de l’hybridisme entre deux espèces différentes 

: la luzerne commune Medicago sativa L et la luzerne faucille Medicago falcata [7].   

 L’espèce est classée comme suit :  

 Règne : Planta 

 Embranchement : Spermatophytes 

 Sous- embranchement: Angiosperme 

 Classe : Dicotylédones  

 Sous- classe : Rosidées  

 Ordre : Fabales  

 Famille : Fabaceae  

 Sous-famille : Faboideae  

 Tribus : Trifolieae  

 Genre: Medicago (L)  

 Espèce: Medicago sativa L 

Figure I.2 : la luzerne (Medicago sativa L). 

I.6. Description botanique  

C'est une plante herbacée de grande taille (30 à 110 - 180 cm), glabrescente [3], vivace 

par ses tiges souterraines ramifiées. Les feuilles présentent trois folioles obovales ou oblongues, 

pétiolées, dentées et mucronées au somment, ordinairement glabres.  

Les fleurs sont le plus souvent violettes, parfois bleuâtres, nombreuses, en grappes 

oblongues dépassant les feuilles. Les fruits est une gousse non épineuse, recourbée en spirale à 

2-3 tours de spire, renfermant plusieurs graines réniformes, luisantes, de couleur jaune verdâtre 

[3].   

Ses racines longuement pivotantes, peuvent descendre jusqu'à 2 mètres de profondeur, ce 

qui confère à cette espèce une bonne résistance à la sécheresse. Le poids de 1.000 graines est 
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d’environ 2 g. La faculté germinative dure en moyenne 3 ou 4 ans. Elle doit être considérée 

comme satisfaisante si elle est supérieure à 89 % pour un essai effectuée en local chauffé. 

I.7. Utilisations de la Medicago sativa L  

Selon, [1] sur le plan nutritif, la luzerne n’est pas assez équilibrée. Si on alimente les 

animaux exclusivement avec de la luzerne, la proportion des matières azotées dans la ration sera 

excessivement abondante, tandis qu’il y a insuffisance d’hydrates de carbone ; c’est pourquoi il est 

indiqué de la mélanger avec d’autres fourrages comme les graminées. Toutefois, le Medicago 

sativa L peut être distribuée aux animaux sous différentes formes : 

 En vert : La période d’utilisation du fourrage est nécessairement dépendante de sa 

période de production. L’évolution saisonnière de la productivité empêche que la globalité de la 

production soit utilisée sous cette forme (présence d’excédent) par rapport aux besoins pendant la 

période de pointe et exige la distribution différée, sous forme conservée, pendant les périodes de 

creux. Pour les ruminants, on fauche la luzerne au début de IA floraison, quelques fois en pleine 

floraison, et on peut la donner comme fourrage après fanage de 1 à 2 jours, lorsque le danger de 

météorisation est écarté. 

 En foin : II est souvent indiquer de faner la luzerne, il faut alors la faucher en pleine 

floraison et la faner, en prenant soin d’éviter les pertes de feuilles ; aussi, c’est toujours le matin 

de bonne heure ou tard le soir lorsque le foin est un peu humide que l’on retourne les andains, on 

réduit ainsi au minimum la perte de feuilles. Cette forme d’utilisation est pratiquée pendant les 

périodes de fortes pénuries en fourrages verts. 

 En déshydratée : Le produit rentre dans la catégorie des fourrages concentrés, assurant 

un complément, essentiellement azoté ; l’astreinte au niveau de la production de la luzerne 

déshydratée est d’assurer un approvisionnement régulier de l’unité industrielle de 

déshydratation. 

 En ensilage : Le Medicago sativa L est  naturellement  difficile à ensiler. C’est une plante 

pauvre en sucres. Inversement, sa teneur en azote et minéraux est élevée et explique sa résistance 

à l’acidification (c’est le pouvoir tampon). 

La réussite de l’ensilage est cependant possible si l’on respecte un maximum de 

précautions (herméticité, tassement) et si l’on modifie les conditions naturelles par un pré 

fanage plus ou moins poussé. L’augmentation du taux de matière sèche compense le faible 

rapport sucres/protéines et améliore ainsi l’aptitude de la plante à l’ensilage. C’est aussi 

l’objectif de la coupe fine qui favorise la libération des sucres. 
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Parmi les règles classiques conseillées pour l’ensilage on peut noter : 

Eviter de retourner les andins et de faner le fourrage afin de limiter l’effeuillage et la 

souillure par la terre ; Préparer le silo pour l’ensilage et ne pas laisser les remorques monter sur 

le tas afin de réduire l’apport de terre sur le fourrage ; Bien tasser, pour chasser l’air et limiter des 

échanges ultérieurs. Un bon tassement ne peut s’obtenir qu’en remplissant les silos par couches 

horizontales de faibles épaisseurs; Utiliser une bâche normalisée et fermer hermétiquement le 

silo. 

 Le pâturage : Le pâturage semble le mode d’utilisation le plus rentable, les frais mécaniques 

sont faibles, les pertes par manipulation sont nulles, le gaspillage par les animaux est peu 

important si l’on utilise un pâturage rationné. 

En général, le pâturage est envisagé avec une association de graminées qui permet de 

corriger l’excès de protéine de la luzerne ; de plus ce pâturage se fait très souvent en été lorsqu’il 

y a manqué d’herbe. Toutefois, la luzerne est réputée pour le risque de météorisation, pour éviter 

cela il vaut donc mieux attendre Ie stade de début floraison car à ce stade le risque est alors faible 

voir nul. Le pâturage des premiers et seconds cycles est formellement déconseillé autant pour le 

risque de météorisation que pour le risque de piétinement, par ailleurs, il peut être une solution 

pour valoriser les dernières coupes au moindre coût. 

I.8. Les Métabolites secondaire et les méthodes d’extraction  

I.8.1. Généralité  
Les plantes contiennent de nombreuses molécules issues de leur métabolisme ou du 

milieu extérieur. Ces différentes molécules ont des fonctions variées dans la plante et certaines 

peuvent avoir des applications thérapeutiques. On distinguera les métabolites primaires et les 

métabolites secondaires [8]. 

I.8.2. Métabolites primaires  
Les métabolites primaires sont des molécules qui existent dans toutes les cellules 

végétales et sont nécessaires à la vie de la plante. Ce sont les glucides, les lipides et les acides 

aminés, les protides et les protéines. C’est à partir de ceux-ci que les métabolites secondaires 

sont formés, par différentes réactions chimiques [8].Ils jouent aussi un rôle essentiel dans la 

photosynthèse, la respiration, la croissance et le développement de la plante [9]. 

I.8.3. Métabolites secondaires  
Les plantes produisent divers composés organiques, dont la grande majorité ne semble 

pas participer directement à leurs croissance et développement. Ces substances, 
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traditionnellement appelées métabolites secondaires, sont souvent distribuées différemment 

parmi des groupes taxonomiques limités dans le règne végétal [10]. 

Ils sont responsable des activités biologiques des plantes médicinales [9] [10] Sur la base 

de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires des plantes peuvent être divisés 

en trois grands groupes : les composés poly phénoliques, les terpenoïdes et les alcaloïdes [11]. 

I.9. Les poly phénols  

I.9.1. Définition des poly phénols  
Les poly phénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans les plantes en réponse 

aux  stress écologiques et physiologiques [12]  Ils possèdent un ou plusieurs  cycles aromatiques 

avec un ou plusieurs groupes hydroxyles allant de molécules phénoliques  simples de 500 Dalton 

à des composés fortement polymérisés avec des poids moléculaires de  plus de 30 000 Dalton 

[13] Les poly phénols sont des composés phénoliques  hydrosolubles ayant la capacité de 

précipiter certains alcaloïdes, la gélatine et autres protéines  de la solution [14]  Le terme ‘poly 

phénols’ est un terme collectif pour plusieurs sous-groupes de composés phénoliques. 

Les polyphénols sont largement distribués dans le règne végétal et sont les métabolites  

secondaires les plus abondants des plantes, avec plus de 8 000 structures phénoliques connues,  

allant de simples molécules telles que les acides phénoliques jusqu’à des substances fortement  

polymérisées telles que les tanins [15] Ils sont présents dans différentes  parties des plantes selon 

l’espèce végétale et le composé phénolique considéré  [16] [17]. 

Les composés phénoliques sont des constituants largement répandus des aliments 

végétaux  (fruits, légumes, céréales, olives, légumineuses, chocolat, etc.) et des boissons (thé, 

café, bière,  vin, etc.) et responsables de plusieurs propriétés organoleptiques des aliments 

végétaux [15].  Comme la plupart des métabolites secondaires, les poly phénols sont synthétisés 

par les plantes afin d’accomplir certaines fonctions. Ils sont généralement impliqués dans : 

 La croissance et la reproduction des plantes. 

 La défense contre les rayonnements ultraviolets. 

 La défense contre l'agression par les pathogènes, les parasites et les prédateurs. 

 La production des arômes et parfums et la contribution dans la pigmentation. 

 La protection des cultures contre la peste et la germination des graines avant la 

récolte [13] [15]. 
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I.9.2. Classification des poly phénols  
Les poly phénols constituent le groupe de produits naturels le plus distribué dans le règne  

végétal. Cette large distribution a conduit à différentes façons de classer ces composés en se  

basant sur l’origine, la fonction biologique ou la structure chimique [18]  En utilisant la 

classification selon la structure chimique, les poly phénols sont divisés en  plusieurs classes 

selon le nombre des anneaux phénoliques qu’ils contiennent et les éléments   structuraux qui 

lient ces anneaux entre eux.  Les principaux groupes de poly phénols sont : les acides 

phénoliques, les flavonoïdes, les alcools phénoliques, les stilbènes et les lignines [19]. 

I.9.2.a Les acides phénoliques  
Les acides phénoliques sont subdivisés, en se basant sur les squelettes C1-C6 et C3-C6, 

en deux principaux types : l'acide benzoïque et les dérivés d'acide cinnamique (Figure I.3). 
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Figure I.3 : Structure des acides phénoliques [18]. 

I.9.2.b Flavonoïdes  
Les flavonoïdes dérivent de la flavone. Les structures des flavonoïdes sont constituées de 

deux anneaux de benzène séparés par une unité de propane. Ils sont généralement 

hydrosolubles. On les trouve généralement dans les plantes sous forme glycosilées. Les 

différentes classes dans le groupe se distinguent par des anneaux hétérocycliques contenant de 

l'oxygène et des groupes hydroxyles. Il s'agit notamment des chalcones, flavones, flavonols, 

flavanones, anthocyanines et des isoflavones [25]. 

Les flavonoïdes représentent la classe la plus répandue des composés phénoliques dans 

le règne végétal. La structure de base d'un flavonoïde est formée de deux cycles en C6 (A et B)  
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Reliés par une chaîne en C3 qui peut évoluer en un cycle C (hétérocycle) (Figure I.5). 
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Figure I.5 : Structure de base d’un flavonoïde. [26]. 
 

Les principaux sous-groupes des flavonoïdes sont : les flavones, flavonols, anthocyanes, 

isoflavones flavan-3-ols, et les flavanones. Il y a d’autres flavonoïdes qui se trouvent à faible 

concentrations dans les aliments tels que les flavane-3,4-diols, les dihydroflavonols, les 

coumarines, les dihydrochalcones, les chalcones, et les aurones (Figure I.6). 
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Figure I.6 : Structures chimiques des sous-groupes des flavonoïdes [28]. 
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a) Flavonols  
Les flavonols ont une double liaison entre C2 et C3, avec un groupe hydroxyle en position 

C3 (Figure I.7). Ils représentent les flavonoïdes les plus omniprésents dans les aliments avec 

la quercétine le composé le plus représentatif. Les principales sources de flavonols sont les 

oignons (jusqu'à 1,2 g/kg de poids frais), le chou frisé, les poireaux et le brocoli. Il est important 

de noter une la biosynthèse des flavonols est stimulée par la lumière [19]. 
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Figure I.7 : Structures chimiques des flavonols [27]. 

b) Flavones  
Les flavones ont une double liaison entre C2 et C3 et sont les flavonoïdes les moins 

communs (Figure I.8). Les flavones se distinguent des flavonols par l’absence d’OH en C3. 

Les flavones se trouvent essentiellement dans le céleri, le persil et quelques fines herbes [11]. 
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c) Flavanones  
Les flavanones se caractérisent par la présence d'une chaîne saturée à trois atomes de 

carbone et d'un atome d'oxygène dans le C4 (Figure I.9). Ils sont généralement glycosilées par 

un disaccharide dans C7. Les flavanones sont présents à haute concentration uniquement dans 

les agrumes, mais ils sont également trouvés dans les tomates et certaines plantes aromatiques 

telles que la menthe [19]. 
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Figure I.9 : Structure chimique des flavanones [27]. 

d) Isoflavones  
Les isoflavones diffèrent des autres flavonoïdes, par la liaison de l'anneau B à 

l'hétérocycle C3 (Figure I.10), et non pas à C2 [28]  Les isoflavones sont contenues presque 

exclusivement dans les légumineuses [19]. 

 

 

 

 
Figure I.10 : Structures chimiques des isoflavones [27]. 
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différents aspect de la vie de la plante et dans l’utilisation que fais l’homme des végétaux .Ils 

peuvent en effet intervenir dans : 

 Certains aspects de physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, 

interaction moléculaire avec certain microorganismes symbiotique ou parasites...) 

 l’interaction des plantes avec leur environnement biologique et physique (relation avec 

les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV), Soit directement dans la nature 

soit lors de la conservation après récolte de certains végétaux. 

 Les critères de qualité couleur, une qualité nutritionnelle. 

 Les variations de certaine caractéristique des végétaux lors des traitements 

technologiques. 

 La protection de l’homme vis a vis de certaines maladies en raison de leur interaction 

possible avec de nombreuses enzymes et leur propriétés antioxydants (compose phénolique). 

 Les composés phénolique possèdent une activité antimicrobienne, par exemple une étude 

montre que les catéchines des feuilles du thé, inhibent la croissance de micro-organisme en 

entrant de fonction membranaires des pathogènes [21]. 

I.9.4. Facteurs de variabilité de la teneur en poly phénols  
 Facteurs externes  

Le métabolisme phénolique est particulièrement sensible à l’action des facteurs externes 

comme  la lumière, la température, les microorganismes pathogènes et les traitements appliqués 

par l’homme [22]. 

I.9.5.Propriétés biologiques et thérapeutiques des poly phénols  
Les poly phénols attirent de plus en plus l'attention en tant que des agents potentiels pour 

la prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif. Au cours des deux dernières 

décennies, les poly phénols ont été largement étudiés et plusieurs bio activités de ces composés 

ont été relevées [23]  Les poly phénols sont des antioxydants qui ont plusieurs propriétés 

biologiques : antidiabétique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, cardia protectrice, antivirales 

antiasthmatique, antiseptique, hépato-protecteur, antifongique, antibactériennes, antivirales etc. 

(Figure I.4)[24]. 
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Figure I.4 : Propriétés biologiques et thérapeutiques des poly phénols [24]. 

 

I.10.Les tanins  

 Ou acides tanniques sont des composés organiques complexes. Ils sont souvent contenus 

dans l’écorce ou dans les feuilles. Usagée pour le tannage des peaux d’animaux en cuir [30]  Ils 

sont solubles dans l’eau, avec des poids moléculaires compris entre 500 et 3000 Dalton [31]  

d’après leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués : Les tanins 

hydrolysables et les tanins condensés. 

I.11. Les terpènes et terpenoïdes  

Les terpènes, ou isoprénoïdes, sont l'une des classes les plus diverses de métabolites 

secondaires. Leur squelette carboné est constitué d'unités isopréniques reliées, c'est ce que l'on 

appelle la règle de l'isoprène. Ces squelettes peuvent être arrangés de façon linéaire ou bien 

former des cycles. [32]  Ils sont des arômes et des parfums, des antibiotiques, des hormones 

végétales et animales, des lipides membranaires, des attracteurs d'insectes, des antis 

alimentaires et des médiateurs des processus essentiels de transport d'électrons [11]. 
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I.12. Les Alcaloïdes  

 Les alcaloïdes sont un groupe diversifié de composés à faibles poids moléculaires, 

contenant de l'azote dérivés principalement d'acides aminés et trouvés dans environ 20% des 

espèces végétales [32]. 

 Les alcaloïdes jouent un rôle défensif dans la plante contre les herbivores et les agents 

pathogènes. En raison de leurs activités biologiques puissantes, bon nombre d’alcaloïdes 

connus ont été exploités comme produits pharmaceutiques, stimulants, narcotiques et poisons 

[33]. 

I.13. Aperçu bibliographique sur les méthodes d’extraction  

I.13.1. Définition  

L’extraction consiste à transférer un composé d’une phase à une autre (d’une phase 

liquide à une autre phase liquide ou bien d’une phase solide à une phase liquide). C’est une 

opération qui consiste à séparer certains composés d’un organisme (animal ou végétal) selon 

diverses techniques. L’extraction est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs 

composés d’un mélange initial, sur la base de propriétés chimiques ou physiques. 

I.13.2. Intérêt de l’extraction  

Le but de l’extraction est d’isoler une ou plusieurs molécules à partir d’un organisme. 

Ainsi, la découverte de nouveaux médicaments peut passer par l’étude de ces substances 

naturelles et si une molécule se trouve être performante dans un domaine précis, elle pourra 

faire l’objet d’une commercialisation sous forme de médicament.  

I.13.3. Types d’extraction  

Il existe plusieurs méthodes d’extraction dont certaines ont été développées par les 

artisans parfumeurs bien avant l’essor de la chimie moderne. Les techniques classiques pour 

l'extraction de molécules actives à partir des matrices végétales, par solvants sont basées sur le 

choix du solvant lui-même couplé à la température et/ou à l'agitation. Les techniques classiques 

existantes permettant d’extraire ces principes actifs incluent l’infusion, la macération, 

l’hydrodistillation et en dernier l’extraction par Soxhlet [34].   

Toutes ces méthodes d’extraction solide-liquide sont régies par les lois de transfert et 

d’échange de matière et cette opération peut être divisée en plusieurs étapes pendant lesquelles 
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le soluté est transféré de la matrice solide vers le solvant, ces étapes peuvent être résumées dans 

les points suivants : 

 Passage du solvant du milieu environnant vers la surface externe du solide. 

 Diffusion du solvant dans la structure du solide. 

 Passage du soluté dans le solvant par dissolution. 

 Transfert de la solution contenant le soluté vers la surface du solide par diffusion. 

Le temps caractéristique de l’extraction est dépendant de la vitesse du phénomène d’extraction 

des solutés ou vitesse globale de transfert. Cette vitesse est régie par trois processus 

élémentaires de l’échange de matière est qui sont : 

1. la solubilisation plus ou moins importante des molécules d’intérêt dans le solvant. 

2. la diffusion du solvant dans le soluté solide (matière végétale).  

3. l’homogénéisation du solvant lors de l’extraction par agitation. 

 

I.14. Méthodes d’extraction classiques  

I.14.1. Infusion  

L’infusion est une opération qui consiste en la mise en suspension de parties de plantes 

(fleurs, racine, feuilles, baies) dans un solvant chaud, dont la température est proche de la 

température d’ébullition, puis a laisser reposer le mélange plusieurs minutes. Après cette 

opération, on filtre le produit pour obtenir un infuse. Cette opération s'oppose à la décoction, 

dans laquelle le liquide est maintenu bouillant, et à la macération dans laquelle le liquide est 

froid.    

I.14.2. Les avantage  

 Une extraction plus courte. 

 La petite  quantité de solvant consommée. 

I.15. Macération  

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en 

la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, à température 

ambiante pour une durée déterminée (24h-72h). Cette technique est basée sur la solubilité de 

composés dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une série de facteurs incluant 
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la concentration en solutés du matériel végétal, la nature du solvant et la durée de l’opération 

d’extraction.  

La macération commence avec le choix d’un solvant d’extraction adéquat. Après une 

étape de diffusion du solvant à l’intérieur des cellules végétales le processus continue avec la 

solubilisation de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant 

environnant jusqu’à ce que l’équilibre de partage soit atteint [35]. 

La figure (Figure I.11) suivante présente un exemple d’extraction de la matière végétale par 

macération. 

 

Figure I.11 : Schéma montrant l’expérience de macération des plantes à froid. 

Comme signalé précédemment, le choix du solvant adéquat est primordial pour 

l’extraction des composés d’intérêt. Classiquement, la macération dans un mélange hydro-

alcoolique à différentes proportions (80 :20 ; 70 :30) est la plus utilisée. Plusieurs études ont 

montrés que l’extraction par macération à froid possède plusieurs avantages et inconvénients : 

I.15.1. Les avantage  

 Procédé simple d’application. 

 Peut être conçu à petite échelle dans un laboratoire. 

 Extraction efficace. 
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I.15.2. Les inconvénients  

 Temps d’extraction plutôt long. 

 De grandes quantités de matériel végétal et solvants sont requises. 

I.16. Extraction par hydrodistillation  

 L’hydro distillation et l'entraînement à la vapeur d'eau constituent les procédés 

d'extraction ou de séparation de certaines substances organiques les plus anciens, apportés par 

les Arabes au IXème siècle. Cette opération s'accomplit traditionnellement dans un alambic 

[36]. 

L'hydro distillation, daterait de plus de 3000 ans, découverte par les Perses qui voulaient 

fabriquer de l'eau de rose. Les premiers appareils de distillation furent conçus par les Coptes 

d'Alexandrie (les Chrétiens d'Egypte) puis les arabes les ont améliorés et leur ont donnée le 

nom : d'alambic.  

 Les alambics ont sans cesse étaient améliorés mais le principe de distillation reste le 

même. Cet appareil est composé généralement de quatre parties.  

 Le corps (ou cucurbite ou chaudière) où se trouvent le ou les liquides à distiller, il sert de 

bain-marie ou est chauffé directement (le chauffage permet de former de la vapeur d’eau qui 

détruit la structure des cellules végétales, libère les molécules contenues et entraîne les plus 

volatiles en les séparant du substrat cellulosique). Le chapiteau recouvre le corps, il a un tube 

conique par lequel vont s'élever les vapeurs du mélange chauffé (le mélange est un mélange 

d’eau et de molécules organiques, il s’agit plus précisément de la formation d’un azéotrope 

entre l’eau et chacun des constituants du mélange qui permet dans la majorité des cas une 

volatilisation de ces métabolites secondaires à une température d’ébullition inférieure à celle de 

chaque composé et à celle de l’eau. 

 Le col de cygne, avant conique et en arc de cercle puis maintenant cylindrique et rectiligne 

sur les appareils plus récents, il amène les vapeurs dans le condenseur. 

 Le serpentin (ou condenseur), sur ses parois vont se refroidirent les vapeurs grâce au 

système de réfrigération (tube autour du premier où de l'eau froide circule en permanence). 

o L'essencier, c'est ici que l'on retrouve la vapeur d'eau mélangée au parfum de la plante 

distillée. Les parties insolubles dans l'eau de condensation sont décantées et, en raison de sa 

plus faible densité, l’huile essentielle se place au-dessus de la phase aqueuse. La phase aqueuse 

contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat). Dans ce 
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travail, nous sommes intéressés aux hydrolats qui font l’objet (Figure I.12) depuis quelques 

années d’un intérêt croissant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.12 : Montage d'hydro distillation. 

I.16.1. Avantages et inconvénients  

L’hydrodistillation qui est une technique permettant d'extraire, en grande mesure, des 

espèces chimiques volatiles contenues dans un produit naturel (plantes, feuilles, écorces, etc.) 

présente comme toutes autres méthodes des avantages et des inconvénients qui peuvent être 

résumés dans les points suivants : 

a) Durée de l’opération : La durée de l’opération d’hydrodistillation est fixée par 

l’opérateur mais elle est généralement d’une demi-heure jusqu’à 24 heures. 

b) Altération de l'huile essentielle : Cependant, plus l’hydrodistillation dure 

longtemps et plus l’essence originelle est altérée. En effet, le chauffage de la plante détruit les 

molécules olfactives. On est alors placé devant dilemme quantité/qualité (faire durer 

l’hydrodistillation jusqu’à extraction complète de l’huile essentielle, ce qui donnera un produit 

de qualité olfactive moindre, ou privilégier la qualité mais gaspiller la plante en n’en tirant 

qu’une faible quantité d’huile essentielle). 

c) Rendement : Quel que soit le choix du distillateur, on ne peut jamais déterminer la 

quantité d’huile essentielle que l’on obtiendra à l’arrivée. En effet, le produit dépend de 

nombreux facteurs tels que la durée, la température, la pression, le morcellement de la plante 

(manière dont elle a été coupée) et en dernier la composition de la plante elle-même. 

d) Réalisation facile ou peu couteuse : Malgré tous ces défauts, l’hydrodistillation 

reste la technique d’extraction la plus utilisée. En effet, elle ne requiert qu’une verrerie de base 

(un chauffe-ballon, un ballon, un réfrigérant et une éprouvette graduée suffisent) et ne coûte 
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pratiquement rien (un matériel réutilisable indéfiniment) à part, les seuls ingrédients nécessaires 

sont la plante, dont on veut extraire l’huile essentielle, l’eau qui servira à l’entrainer et les grains 

de pierre ponce, qui régulent l’ébullition.  

I.17. Extraction par Soxhlet  

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter 

infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'à l’épuisement complet du soluté 

dans la matière première. Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée 

une cartouche en papier-filtre épais (une matière pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon 

et d'un tube de distillation. Dans le montage (Figure I.13), l’extracteur est placé sur un ballon 

contenant le solvant d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son 

contenu. La cartouche contenant le solide à extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus 

duquel est placé un réfrigérant servant à liquéfier les vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le 

solvant s’enrichit en substances extraites jusqu’à épuisement de l’échantillon en substances 

d’intérêt [37].    

 

 
Figure I.13 : Extracteur de Soxhlet [37] 
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I.17.1. Les avantage : 

 De faibles quantités de solvant sont utilisées car il est en recirculation. 

 Extraction efficace. 

 Temps réduit par rapport à d’autres méthodes. 

 Extraction exhaustive presque complète. 

 Plusieurs dimensions d’appareils sont disponibles s’adaptant aux diverses échelles 

de production. 

I.17.2. Les inconvénients  

 Les composés actifs sensibles à la chaleur ne peuvent pas être récupérés intacts dans 

l’extrait. Ils sont dégradés, leurs structures moléculaires ayant subi des modifications. 

 Absence d’agitation qui permettrait d’accélérer le phénomène d’extraction. 

 La quantité totale de certaines substances dans l’extrait peut être supérieure à leur 

solubilité dans le volume de solvant disponible, ce qui provoque leur précipitation et la nécessité 

de rajouter une grande quantité de solvant dans le percolât récupéré pour les solubiliser. 

I.17.3. Effet des paramètres opératoires  

De nombreux facteurs gouvernent l’efficacité de l’extraction et on peut les regrouper en 

trois grandes catégories :  

a. facteurs liés au solvant tels que sa concentration et sa nature, 

b. facteurs liés à l’échantillon tels que sa granulométrie, son humidité initiale, sa nature et son 

origine.  

c. facteurs liés aux conditions opératoires comme la température, l’agitation et la durée de 

l’extraction. 

L’étude des paramètres opératoires et leur impact sur l’extraction des polyphénols est 

nécessaire afin d’obtenir un extrait brut riche. 

 Nature du solvant  

La solubilisation des composés phénoliques dépend de la nature du solvant utilisé. De ce 

fait, ce facteur conditionne la composition dans l’extrait brut. Afin que l’extraction soit 

optimale, il est nécessaire de trouver un compromis entre les critères suivants :  

1) il doit être sélectif car l’extraction des polyphénols dépend de leur affinité avec le 

solvant.  
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2) il doit être capable de traverser la barrière inter particulaire pour atteindre les composés 

se trouvant à l’intérieur de la matrice poreuse du solide. 

 3) sa viscosité et sa masse volumique doivent être faibles afin de faciliter sa diffusion 

dans la matrice solide. 

A l’échelle laboratoire, plusieurs solvants ont déjà été testés pour l’extraction des 

polyphénols l’utilisation de l’eau et d’un solvant alcoolique tel que l’éthanol ou le méthanol 

reste majoritaire. L’éthanol et le méthanol sont considérés comme des solvants verts et de 

moindre coût permettant de cibler l’extraction de classes de polyphénols précises telles que les 

tannins, les stibines et les flavonoïdes à partir des écorces ( Fengel and Wegener, 1983) 

 Température  

La température est un paramètre important qu’il soit nécessaire d’optimiser car son 

élévation influence l’extraction solide-liquide de la manière suivante : 

 Amélioration de la cinétique de diffusion ; 

 Amélioration de la solubilité des composés phénoliques ; 

 Réduction de la viscosité du solvant ; 

 Amélioration de la perméabilité des membranes cellulaires et de la pénétration du solvant 

dans les micropores de la matrice de l’échantillon [38]. 

 Les  composés phénoliques peuvent être dégradés à haute température car ce sont des 

molécules thermosensibles. Cependant, la température seule n’est pas l’unique facteur à prendre 

en compte pour éviter la dégradation des composés phénoliques. En effet, le couple temps-

température doit être optimisé afin d’obtenir un extrait riche en solutés offrant des propriétés 

bioactives intéressantes. En général, l’extraction se fait à haute température lorsque sa durée est 

courte et vice versa. 

 Temps d’extraction  

 Le temps d’extraction optimal est définit comme étant le temps au bout duquel la quantité 

extraite est constante (Bertucco and Franceshin, 2008) Le couple temps-température peut être 

considérablement réduit si l’on introduit dans le schéma de l’extraction des prétraitements 

électriques et/ou mécaniques.  

 Agitation  

L’addition d’un système d’agitation lors de l’extraction solide-liquide a un effet favorable 

sur la teneur en poly phénols extraite. En effet, l’agitation permet de maintenir en suspension 

les particules solides qui ont tendance à flotter sur la surface du liquide et permet également de 
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renouveler le film liquide au niveau de la couche limite. De plus, le mouvement du solide 

permet de réduire l’épaisseur de la couche limite et la résistance au transfert des solutés en 

augmentant le coefficient de transfert [39].   

Tous ces paramètres sont des paramètres importants pour la diffusion solide-liquide Leur 

combinaison permettra d’obtenir un extrait riche en polyphénols dans un temps minimal pour 

éviter la dégradation des composés. 

I.18. Méthodes alternatives   

L’extraction de molécules issues du matériel végétal ou ligneux par les techniques 

conventionnelles se révèle être une étape souvent délicate et très longue qui nécessite une 

consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des dégradations 

des matières traitées (à chaud par exemple) et de diminuer le rendement d’extraction. Ceci  a 

poussé les scientifiques du domaine à chercher de nouvelles techniques d’extraction permettant 

de réduire à la fois, le temps de l’opération, la consommation de solvant et la quantité 

d’effluents.  

Les techniques modernes telles que l’extraction assistée par micro-ondes ou ultrasons, 

sont des techniques rapides et efficaces pour extraire des composés chimiques des plantes. Ces 

techniques peuvent fonctionner à haute température et/ou haute pression améliorant nettement 

la cinétique d’extraction [40].   

I.19. Extraction assistée aux ultrasons  

L'ultrason fait référence aux ondes sonores qui génèrent des vibrations mécaniques dans 

un solide, un liquide ou un gaz. Ces ondes sonores peuvent se propager dans une matière et 

elles impliquent des cycles d'expansion et de compression lors de la propagation dans le milieu. 

L'expansion peut créer des bulles qui se forment, se développent et s'effondrent dans un liquide. 

Près d'une surface solide, l'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide 

à grande vitesse, ce phénomène est appelé la cavitation acoustique [41]. 

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses avantages 

les plus significatifs sont liés à l’augmentation du rendement d’extraction et une accélération 

de la cinétique par rapport à une extraction classique. Elle permet de travailler à des 

températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés. Cette 

technique est facile à mettre en œuvre. Comme le Soxhlet, l’extraction par ultrasons permet 

d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels. Cependant, 
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l’effet de l’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction est lié à la 

nature de la matrice végétale [42]. 

Le principe de cette procédure est illustré dans la figure suivante :  

 

Figure I.14 : Représentation schématique du phénomène de  
Cavitation acoustique [42]. 

La procédure implique l'utilisation d'ultrasons avec des fréquences allant de 20 kHz à 

2000 kHz; cela augmente la perméabilité de la cellule murs et produit la cavitation. Bien que le 

processus soit utile dans certains cas, son application à grande échelle est limitée en raison de 

son coût plus élevé. L’un des inconvénients de la procédure est la présence occasionnelle mais 

effet nocif connu de l’énergie ultrasonore (plus de 20 kHz) sur les composants actifs des plantes 

médicinales par la formation de radicaux libres et par conséquent des changements indésirables 

dans les molécules du médicament [35]. 

I.19.1 Les avantage 

 Alternative aux méthodes conventionnelles qui s’avèrent simple et efficace. 

 Fort rendement d’extraction. 

 Augmentation de la cinétique d’extraction. 

 Réduction du temps d’opération. 

 Permet l’extraction de composés thermolabiles sans les dégrader. 
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 Comparé à d’autres nouvelles méthodes telles que l’extraction assistée par micro-ondes, 

l’extraction par ultrasons est moins chère et le procédé est plus facile à mettre en œuvre. 

 Peut-être utilisée avec différents solvants comme pour les méthodes conventionnelles. 

I.19.2 Les inconvénients  
 L’effet des ultrasons sur le rendement et la vitesse d’extraction peut être lié à la nature de 

la matrice de la matière végétale. 

 La présence d’une phase dispersée contribue à l’atténuation des ondes ultrasonores dans 

le milieu et la partie active des ultrasons à l’intérieur de l’extracteur est restreinte à une zone 

localisée uniquement autour de la source d’émissions des ultrasons. Ces deux facteurs doivent 

être pris en compte dans le design des extracteurs ultrasoniques. 

Plusieurs paramètres gouvernent l’action des ultrasons et leur performance. On peut citer 

les paramètres liés à l’extraction de manière générale tels que la composition du solvant (rapport 

liquide/solide), la taille des particules, etc. et les paramètres spécifiques aux ultrasons tels que 

la fréquence, la température de l’extraction par ultrasons, la puissance, etc. Il est nécessaire 

d’étudier l’effet de ces paramètres sur l’extraction afin d’optimiser et de maximiser les quantités 

extraites. 

 La fréquence  

La fréquence des ultrasons a un effet majeur sur le rendement d’extraction indirectement. En 

effet, à des fréquences sonores élevées, de l’ordre du MHz, la production de bulles de cavitation 

devient plus difficile que dans les basses fréquences sonores, de l’ordre du kHz (Santos et al. 

2008)   

 Le solvant  

La sélection d’un solvant est généralement basée sur l’affinité moléculaire entre le solvant 

et le soluté. Cependant, le phénomène de cavitation est affecté par la nature et les propriétés 

physiques du solvant. Généralement, l’extraction est réalisée dans l’eau mais il existe dans la 

littérature des extractions à l’aide de solvants organiques tels que l’éthanol. De manière 

générale, la présence et/ou l’intensité de la cavitation décroit si la pression de vapeur et la 

viscosité du solvant augmentent [43]. 

 La température 

La température est un paramètre qui intervient à différents niveaux de l’extraction assistée par 

ultrasons. En effet, l’augmentation de la température permet d’améliorer la solubilité des 

molécules et leurs coefficients de diffusion. Cependant, l’abaissement de la température 



Chapitre I : synthèse bibliographique 

 

 

 
27 

favorise les réactions sonochimiques car l’intensité de la cavitation est meilleure à des 

températures faibles (Mason, 1991). 

Il est possible de réaliser l’extraction dans un récipient placé dans un bain de glace ou bain 

glycolé pour stabiliser la température à une valeur faible  (Royer et al. 2010b) 
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II.1. Matériels et méthodes : 

 Ce travail a été réalisé au laboratoire de la chimie, Labo de science exacte, science de la 

nature et de la vie, Université l’Arbi Tébessa et au sein de l’unité de recherche de valorisation 

des ressources  Naturelles,  molécules  Bioactives et analyse physicochimique et biologique 

(VARENBIOMOL). 

II.2. Matière végétal 

La matière végétal est constitué de 543,07g des parties aériennes de la plante: la luzerne 

(Medicago sativa L); prélevé le mois de Décembre-Fièvre 2022, dans la Wilaya de Constantin. 

 

Figure II.1 : Carte géographique de Medicago sativa L 

II.3. Extraction de Medicago sativa L  

 Le but de ce modeste travail est de faire une comparaison entre des différentes méthodes 

d’extraction classiques dites conventionnelles telles que l’infusion, hydro distillation la 

macération, l’extraction par soxhlet et de nouvelles méthodes dites innovantes telles que 

l’extraction par ultrason (sonication).   

II.3.1. Extraction par macération  

C’est une technique d’extraction pour isoler les constituants d’un solide (généralement de 

la matière végétale). L’extraction par macération est généralement effectuée avec un mélange 

hydroalcoolique à température ambiante et elle a été réalisée, comme précédemment, sur la 

matière végétale sous ses deux formes sèche et fraîches selon le protocole suivant. 
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II.3.1.a. Matière fraiche  

 Une masse de 120g des parties aériennes de la plante fraiche a été bien nettoyée du sable 

et d’autres débris végétaux puis mise à macérer directement dans un mélange hydroalcoolique 

(éthanol/eau; 80/20; V/V) pendant 72 heures. L’extrait récupéré a été filtré puis concentré sous 

pression réduite à température n’excédant pas 40°C. 

II.3.1.b. Matière sèche  

 Une quantité des parties aériennes de la plante a été séchée dans un endroit sec et aéré, à 

l’abri des rayons solaires. Les feuilles sèches sont broyées entièrement puis pesées (m=120g). 

La matière végétale obtenue a été mise à macérer dans un mélange hydroalcoolique 

(éthanol/eau; 80/20; V/V) pendant 72 heures. L’extrait obtenu a été filtré puis concentré sous 

pression réduite à température n’excédant pas 40°C. L’extrait brut obtenu est pesé et nommé 

puis conserver jusqu’à son utilisation. 

 Les deux extraits obtenus ont été nommés MF et MS respectivement. 

Le schéma suivant (Figure II.2) illustre ces étapes 

 

Figure II.2 : les étapes dans macération. 

 

 

Concentré sous pression T=40° Extrait 
brut 
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II.3.2.Extraction par infusion  

Cette méthode d’extraction est généralement effectuée par de l’eau bouillante comme 

solvant (préparation d’une tisane) mais dans cette méthode extraction on va utiliser l’eau et 

éthanol comme solvant ainsi et elle a été effectuée sur la matière sous forme sèche et également 

sous forme fraîche selon les étapes suivantes : 

II.3.2.a. Extraction par infusion dans le solvant eau   

 Une masse de 50g de plante sèches a été nettoyée et pesée puis placée dans un erlenmeyer  

de 250ml. 

 Une quantité d’eau distillée bouillante a été versée sur la matière végétale. 

 La mixture a été laissée au repos pendant 10 à 15 minutes. 

 Filtration du mélange. 

 Evaporation du filtrat à sec à l’aide d’un évaporateur à température n’excédant pas 40°C 

(généralement entre 38°et 40°C). 

 Le filtrat obtenu a été pesé puis conserver jusqu’à son utilisation. 

La même opération a été effectuée  pour 50 g de la plante fraiche après avoir été 

débarrassée des débris végétaux. Les deux extraits obtenus ont été nommés IF et IS  

respectivement. 

II.3.2.b. Extraction par infusion dans le solvant éthanol   

De la même manière, deux autres extraits ont été obtenus avec de l’éthanol pur EtOH 

comme solvant et ont été nommés IEtF et IEtS respectivement. 

II.3.3. Extraction par soxhlet  

L’extraction par soxhlet a été faite, également avec un mélange hydro alcoolique et elle 

a été réalisée sur la matière sèche. 

II.3.3.a. Matière sèche   

Une masse de 150g de la plante sèche a été placée dans une cartouche en papier-filtre, 

l’extracteur est placé sur un ballon contenant l’EtOH comme solvant d'extraction. Le ballon est 

chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant la plante à extraire 

est insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant à liquéfier les 

vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit en substances extraites jusqu’à 

épuisement de l’échantillon en substances d’intérêt, cette opération a durée 8 heures.  
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Ensuite, la solution hydroalcoolique a été récupérée, filtrée puis évaporée à sec sous 

pression réduite à température n’excédant pas 40°C. 

II.3.4. Extraction par ultrason  

L’extraction par les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point 

d’ébullition, à des températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage 

essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le 

rendement en extrait et de faciliter l’extraction de molécules thermosensibles [44]. 

Dans cette méthode d’extraction, la matière fraiche est immergée dans un solvant dont la 

température est fixée entre 32 et 38°C en faisant varier la fréquence sonore ou la durée de 

l’extraction. Pour se faire, nous avons procédés à l’extraction des feuilles de medicago sativa l 

par deux solvants à savoir eau et EtOH.  

II.3.4.a. Extraction par ultrason dans le solvant eau  

Une première extraction a été faite au laboratoire VARENBIOMOL en utilisant un 

appareil Ultrason non réglable. La température de l’eau du bain marie de l’ultrason a été 

mesurée à l’aide d’un thermomètre à la fin de l’expérience, cette dernière était de 38°C. Les 

étapes suivantes ont été effectuées sur la matière végétale fraiche.  

 Une quantité de 15g de la matière végétale est mise dans un erlenmeyer contenant un 

solvant de l’eau  Ce dernier est placé dans l’appareil de l’ultrason pendant 30minutes à 

température n’excédant pas 38°C. 

 Après 30 mn, l’erlenmeyer contenant la matière végétale est récupéré puis filtré. 

 Le filtrat est concentré sous pression réduite à une température n’excédant pas 40°C. 

 L’extrait obtenu est pesé puis conservé jusqu’à son utilisation. Est Nommé Et10. 

 La même opération a été effectuée  pour 15 g de la plante fraiche pendant 10min. Les 

extraits obtenus ont été nommé Et30.  

II.3.4.b. Extraction par ultrason dans le solvant éthanol  

De la même manière, deux autres extraits ont été obtenus avec de l’éthanol pur EtOH 

comme solvant pendant 30min et 10min dans la mémé manière. L’extrait obtenu a été nommé 

EtOHt10 et EtOHt30. 
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Figure II.3: Organigramme d’extraction par  ultrason.  

II.3.5. Extraction par hydro distillation : Extraction par hydrodistillation permet la 

réalisation d’une réaction lente à température constante. Le mélange hydro alcoolique  atteint 

un équilibre thermique lorsqu’il est à ébullition ; les vapeurs dégagées se condensent sur les 

parois froides du réfrigérant. 

 Cette méthode  a été réalisée, comme précédemment, sur la matière végétale fraîche selon 

le protocole suivant.  

      Matières friches  

 15g de Matière végétal  

Mettre dans  quatre erlens de 500ml, deux erlens solvant l’eau et 
deux erlens   solvant éthanol pur 

     Deux erlens (solvant l’eau et solvant           
éthanol).pendent10min 

Deux erlens (solvant l’eau et solvant 
éthanol) pendent30min 

Evaporation 

T=40° 

Extrait 1 
 

Extrait 2 Extrait  3 Extrait 4 

Placés l’erlenmeyer  dans l appareille 
de ultrason T=38C° 
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II.3.5.a. Matière sèche  

 Une masse de 50g de la plante sèche a été bien nettoyée puis mise à macérer directement 

dans un mélange hydro alcoolique (éthanol/eau; 80/20; V/V) porté à ébullition pendant 8 

heures. L’extrait récupéré a été filtré puis concentré sous pression réduite à température 

n’excédant pas 40°c. 

Le extrait obtenus ont été nommé  HS.  

Le schéma suivant illustre ces étapes : 

 
Figure II.4:extraction par hydro distillation. 

II.4. Détermination du rendement 

 Le poids de l’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein 

(après Évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) [45] 

𝑅𝑅% =
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙′𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑔𝑔)
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 (𝑔𝑔)

𝑋𝑋100 

II.5. Dosage des poly phénols  

Le dosage des poly phénols se fait avec le réactif de Folin Ciocalteu (singleton et Ross en1965). 

  Réactifs utilises :  

 Eau distillé.  

 FCR (folin ciocalteu réactif) (0.2N).  

 Na2CO3 (75%) (carbonate de sodium).  

 Acide gallique.  

 Extrait de plante.  
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    Protocol de dosage  

0.25ml (250µl)  extrait ou acide gallique +1.25 ml (1250µl) Folin 

 Incube pendant 5min dans l’obscurité +1ml (1000µl) Na2CO3  

 Incube pendant 2h dans l’obscurité à température ambiant. 

 La lecture à760 nm.  

 préparation de la gamme d’étalon de l’acide gallique   (les dilutions d’AG)  

  On prend (1mg) de l’acide gallique et on le dissolve dans (1ml) d’eau distillé pour obtenir 

la solution S1.     (1mg/1ml)(AG/H2O)                          S1 

 Les dilutions  

300 µg/ml 

200 µg/ml  

150 µg/ml 

100 µg/ml 

50 µg/ml 

25 µg/ml 

10 µg/ml 

5 µg/ml 

0.3 ml de S1+0.7  ml de H2O 

0.2 ml de S1+0.8  ml de H2O 

0.15 ml de S1+0.85  ml de H2O 

0.1 ml de S1+0.9  ml de H2O 

0.05 ml de S1+0.95  ml de H2O 

0.025 ml de S1+0.975  ml de H2O 

0.01 ml de S1+0.99  ml de H2O 

0.005 ml de S1+0.995  ml de H2O 

A1 

A2 

A3 

A4 

A5 

A6 

A7 

A8 

   

 préparation de carbonate de sodium  

Na2CO3 (7.5%)   (7.5g                    100mlH2O) 

Exemple pour 3 extraits (E1, E2, E3) . 

(3 extraits x 3 répétitions =9 + 8 dilution de l’acide gallique)      17 tube   

(3 extraits x 3 répétitions =9 + 8 dilution de l’acide gallique)      17 tube   

E1                                   E2                                         E3                                   =9
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 Acide gallique  

 

  

300        200      150      100        50         25        10       5            (mg/ml) 

Protocole (1ml de Na2CO3) donc : 

1ml x 17 tube = 17ml de Na2CO3 

Remarque il faut  préparer une quantité supérieure à 17 ml (ex : 20ml)   (20ml  > 
17ml). 

7.5g 100ml (H2O)                                             Na2CO3=1.5g 

X 20ml (H2O) 

Donc (Na2CO3=1.5g dans 20 ml H2O) 

 

 Préparation de Folin  

Protocole (1.25ml ,0.2N).  

Exemple pour 3 extraits (E1 ; E2 ; E3) . 

3 extrait x 3répétition  + 8dilution = 17 tube   

Donc 1.25ml  x 17 tube =21.25 ml  

Remarque : il faut préparer une quantité supérieure à 21.25 ml (ex : 24 ml) (24 > 21.25)   

Remarque : dans le laboratoire le folin disponible c’est le folin de (2N).  

Donc  C1V1=C2V2               2.V1= 0.2 x24 

      V1= (0.2x24)/2                 V1=2.4 ml de folin 

2.4 ml de folin + 21.6 de H2O = 24 ml solution de folin  

II.6. Dosage des flavonoïdes  

La concentration des flavonoïdes dans les extraits est basée sur la complexations avec 

Al+3  et les résultats sont exprimés en équivalents  de quercétine (Aline Meda erale 2004) 

(Arvouet grand vennat  lourrat 1994). 

 Réactifs utilisés  

 Méthanol. 
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 Trichlorure d’aluminium AlCl3 (2 % dans le MeOH). 

 Quercétine.  

 Extrait de plante.  

 Protocole de dosage : 

              1ml (1000µl) AlCl3 2 %            2g                      100ml méthanol 

                                                                + 

                1ml extrait ou quercétine (1mg/1m méthanol) 

 Incube pendant 1 h dans l’obscurité.  

 La lecture  à 415 nm. 
 Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine  (les dilutions de QE ) : 

On prend 1mg de quercétine et on le dissolve dans 1ml de méthanol pour obtenir la solution 
S1.  

(1mg quercétine /1ml de méthanol)      S1 

 Les dilutions  

100 µg/ml 

50 µg/ml 

25 µg/ml 

10 µg/ml 

5 µg/ml 

0.1 ml de S1+0.9  ml de méthanol 

0.05 ml de S1+0.95  ml de méthanol 

0.025 ml de S1+0.975  ml de méthanol 

0.01 ml de S1+0.99  ml de méthanol 

0.005 ml de S1+0.995  ml de méthanol 

A1 

A2 

A3 

A4 

A5 

 Préparation d’AlCl3   

AlCl3 (2%°)                (2g                  100 ml méthanol) 

Exemple pour 3 extraits E1, E2, E3 : 
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3 Extraits x 3répétition =9 

                +                                                                   = 14 tube  

5 dilutions de la quercétine  

Protocole (1ml de AlCl3) donc : 

1 ml x 14 tube = 17ml AlCl3  

Il faut préparer une quantité supérieure à 14 ml   

(Example 16 ml)               16 > 14 

2g                     100ml methanol                                     AlCl3=0.32 g 

X                        16ml  

Donc (AlCl3= 0.32g dans 16 ml méthanol) 

II.7. Méthode de dosage des composés phénoliques  

La technique utilisée pour le dosage des composés phénoliques est la Spectrométrie 

d’absorption moléculaire de l’ultraviolet et du visible, cette dernière repose sur l’absorption des 

radiations lumineuses par la matière dans la plage spectrale s’étendant du proche ultraviolet au 

très proche infrarouge, soit entre 180 et 1100 nm. Cette partie du spectre est désignée par l’UV-

vis, parce qu’elle englobe les radiations perceptibles par l’œil humain. 

D’une manière générale elle apporte peu d’informations structurales, mais elle- a- en- 

revanche, beaucoup d’applications en analyse quantitative. Les calculs de concentration qui 

découlent de la- loi- de- Beer Lambert ont donné naissance à la méthode connue sous le terme 

général de colorimétrie. Celle-ci s’applique non seulement aux composés qui possèdent un 

spectre d’absorption dans le visible mais aussi à tous ceux qui conduisent au moyen d’un réactif 

spécifique à un dérivé permettant une mesure d’absorbance [46]. Les mesures d’absorption 

peuvent se faire avec tout un choix d’appareils qui vont des comparateurs de couleurs et autres 

colorimètres visuels simples, aux spectrophotomètres automatiques adaptés à l’analyse multi 

composants comme le montre la (Figeur.II.5). 

 

Figeur.II.5 : appareille spectrophotomètre Thermo Electron Corporation. 
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II.8. Dosage des polyphénols totaux  

 Les composés poly phénoliques forment un très vaste ensemble de substances qu’il est 

difficile de définir aisément. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence 

d’au moins un noyau benzénique auquel est lié au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé 

dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside …) [47]. 

 Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode adaptée par (Singleton et 

Ross (en 1965)) avec le réactif de Folin-Ciocalteu [48].Le réactif est formé d’acide 

phosphotungestique H3PW12O40 et d’acide phosphomolybdique H3PMo12O4. Elle est basée sur 

une réaction d’oxydoréduction au cours de laquelle, la fonction OH des phénols est oxydée 

pendant que le réactif de Folin est réduit en oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène 

(Mo8O3). La réduction du Folin entraîne une diminution de ses propriétés colorimétriques, sa 

couleur initialement jaune vire au bleu en solution après la réaction avec les composés 

phénoliques, ce qui permet le dosage des phénols dans le visible à une longueur d’onde de 

l’ordre 760 nm.  

 L’opération a été réalisée selon la procédure expérimentale suivante : 

 Une solution mère d’acide gallique a été préparée avec une concentration de 1mg/ml 

(1000µg/ml)  à partir de laquelle on a préparé 10ml de chaque solution fille de différentes 

concentrations (5 ; 10; 25; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300µg/ml). Cette gamme de concentrations 

filles permet l’obtention d’une courbe d’étalonnage standard. 

 250µl  de chaque solution ont été introduits à l’aide d’une micropipette dans des tubes à 

essai, suivis de l’addition de 1250 µl du réactif de Folin-Ciocalteu (1N). 

 Après agitation puis un repos pendant 5 minutes à température ambiante et à l’obscurité  

1ml (1000µL) de carbonate de sodium (Na2CO3) à 20℅ a été ajoutés. 

 Les solutions  sont maintenues à l’obscurité pendant 2 heures à température ambiante et 

l’absorbance de chaque solution a été déterminée à 760 nm sur un spectrophotomètre Thermo 

Electron Corporation, Evolution 300.  

 Cette procédure est résumée dans (Figure II.6). 
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Figure II.6: préparation de polyphénols.  

 

Figeur.II.7 : préparation de polyphénol. 

200 5 

250 μl de chaque solution fille (μg /ml) 

250 µl de chaque solution+1250 µl de Folin-Ciocalteu 

Ajouter 1 ml de Na2CO3 (20%) à chaque solution  

Maintenir les solutions à 
l’obscurité pendant 2h 

Après5 mn 

Solution mère de l’acide gallique (1mg/ml) 

50 100 150 25 10 

Lecture de l’absorbance à 760nm 

 300 
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Cette étape a permis l’obtention de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique présentée dans 

(Figure II.8). 

1

2

3
4

5

6

7

O
8

OH
9

HO10

OH
11

OH 12

Acide gallique  
Figure II.8:Structure de l’acide gallique.  

II.9. Dosage des flavonoïdes totaux  

 Les flavonoïdes constituent la classe plus importante des polyphénols. La méthode de 

trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoïdes dans les différents extraits 

obtenus à 1 ml d’échantillon ou standard (préparé dans le MeOH) est ajouté 1 ml de la solution 

AlCl3 (2 % dans le MeOH). Après 1 heure de réaction l’absorbance est lue à 415nm [49]. 

L’opération a été réalisée selon la Procédure expérimentale suivante : 

 Une solution mère de quercétine a été préparée avec une concentration de 1mg/ml 

(1000µg/ml)  à partir de laquelle on a préparé 10ml de chaque solution fille de différentes 

concentrations 5 ; 10 ; 25 ; 50; 100 ; 150 µg/ml). Cette gamme de concentrations filles permet 

l’obtention d’une courbe d’étalonnage standard. 

 1 ml  de chaque solution a été introduit à l’aide d’une micropipette dans des tubes à essai, 

suivis de l’addition de 1 ml du réactif AlCl3 (2%). 

 Après agitation puis un repos 1 heure à température ambiante et à l’obscurité et 

l’absorbance de chaque solution a été déterminé à 415 nm sur un spectrophotomètre   Thermo 

Electron Corporation, Evolution 300. L’organigramme représenté dans (Figure II.9)  
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Figure II.9 : organigramme décrivant  les étapes d’élaboration de la courbe d’étalonnage de  

la quercétine. 

Cette étape a permis de tracer la courbe d’étalonnage de la quercétine .le structure de 

quercétine présenté dans la figure II.10. 
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Quercetine  

Figure II.10 : Structure de la quercétine. 

II.10. Détermination de la teneur en cendre et  la matière organique  

On me tune masse de 14, 79 g  de la plante sèche a été bien nettoyée et coupé  dans un 

creuset  et placé dans le  four  à moufle à  800°C.pendant 10 heures jusque obtention d’une 

poudre grise. 

10 

1 ml de chaque solution fille (μg /ml) 

1 ml de chaque solution+1ml AlCl3(2%) 

Maintenir les solutions à l’obscurité 
pendant 60 mn 

Solution mère de la quercétine (1mg/ml) 

100 50 25 

Lecture de l’absorbance à 415nm 

5 
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La (Figure II.1) illustre ces étapes : 

 

Figure II.11 : les étapes de  carbonisation de plante. 

II.11. Calcul le rendement  

 Pour calculé Le rendement (R%)   de la matière organique(MO) et matière cendre(MCd)  

a été calculé en utilisant  les deux  formule suivante : 

1_matier organique   

MO% =
Matier végétal − Matier cendre

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝑣𝑣é𝑔𝑔é𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡
X100 

2_matier cendre  

𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌% =
𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌𝐌 𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜𝐜
𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴 𝒗𝒗é𝒈𝒈é𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕

𝐗𝐗𝐗𝐗𝐗𝐗𝐗𝐗 

 

Conclusions  

Dans ce chapitre on réalise les étapes d’extraction de la plante Medicago sativa L  par 

l’utilisation de défièrent  méthodes  d’extraction classique (Macération, hydrodistillation, 

infusion, Soxhlet) et autre méthode alternative dit extraction par ultrason, ensuite  nous avons 

fait  le dosage de polyphénol et flavonoïdes et  nous déterminons la tenure en  cendre et matière 

organique. 

Les résultats de ce travail sont regroupés dans la chapitre III. 
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Résultats et discussion  

Dans la première partie de cette étude, quatre méthodes classiques d’extraction ont été 

employés pour extraire des composés phénoliques à partir de l’espèce Medicago sativa L 

(utilisée sous les deux formes fraîche et sèche) à savoir la macération à froid, Hydro distillation, 

Infusion  et l’extraction par soxhlet. 

III .1 Résultats de l’extraction par les méthodes classiques  

III .1 .1 Aspect des extraits obtenus  

 Tous les extraits acquis avaient un aspect pâteux et de couleur verte. Cette différence de 

couleur peut être expliquée par la présence de la chlorophylle dans les extraits hydroalcoolique 

à cause de sa forte solubilité dans ces derniers. 

III .1 .2 Calcul de rendement  

 Le poids de l’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein 

(après évaporation du solvant) et le poids du ballon vide. Le rendement (R%) des extraits a été 

calculé en utilisant la formule suivante : 

𝑹𝑹% =
𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴 𝒅𝒅𝒅𝒅 𝒍𝒍′𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆𝒆(𝒈𝒈)
𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴𝑴 𝒅𝒅𝒅𝒅 𝒍𝒍𝒍𝒍 𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑𝒑 (𝒈𝒈)

𝑿𝑿𝑿𝑿𝑿𝑿𝑿𝑿 

 Les valeurs des rendements d’extraction par les méthodes classiques dans la plante 

fraîches et sèches de Medicago sativa L  sont indiquées dans le tableau III.1. 

Tableau III.1 : Tableau montrant les rendements d’extraction (sèche et fraiche) par trois 

méthodes. 

Méthode 
d’extraction 

Type de la matière 
végétale 

Masse 
obtenue(g) 

Rendement 
% 

Macération 
Fraîche 5,32 4,43 

Sèche 2,94 2,45 

hydro distillation Sèche 11,98 23,96 

Soxhlet Sèche 14,11 9,40 

 

 Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites 

par l’action extractive d’un solvant à la quantité de ces substances contenues dans la matière 
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végétale. Il dépend de plusieurs paramètres tels que la nature du solvant, la température, le 

temps d'extraction et la composition de l'échantillon lui-même [50]. 

 Les résultats décrits dans ce tableau révèlent une première différence significative entre 

les valeurs de rendement de l’extraction de la matière sèche et ce pour les  trois méthodes 

utilisées. En effet, la matière sèche montre un rendement beaucoup plus important que la 

matière fraîche qui peut s’expliquer par la présence d’une grande quantité d’eau dans la matière 

végétale fraiche et ceci se répercute sur la quantité des substances présentes.  

 L’extraction par hydro distillation, semble être la meilleure, donnant ainsi le rendement 

le plus élevé (23,96%) suivie de l’extraction par Soxhlet (9,40%) et en dernier vient l’extraction 

par macération (2,45%). Cette différence des valeurs des rendements, qui n’est pas vraiment 

significative entre ces trois méthodes, est due probablement à la durée de l’extraction d’une part 

et d’autre part à la chaleur ou la température du solvant extracteur. 

 En effet, pour le même solvant EtOH/H2O (80/20), hydro distillation donne le meilleur 

rendement parce qu’il se base sur le renouvellement du solvant chauffé (température élevée) 

par un processus de circuit fermé pour une durée de 8 heures d'où vient son efficacité élevée 

[50]. Par contre, le Soxhlet (9,40%) dont la durée était plus courte par rapport à la macération 

mais à température beaucoup plus élevée et en dernier vient la macération (2,45%) qui a été 

faite à froid (température ambiante) avec une durée plus importante (72 heures). 

 D’après Quy Diem Do et al. L’utilisation combinée de l'eau et d’un solvant organique 

peut faciliter l'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans l'eau et / ou dans le 

solvant organique en faisant varier la température et la durée de l’extraction [51]. 

 En conclusion, il est difficile de comparer les résultats de rendements avec ceux de la 

bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans 

lesquelles l’extraction a été effectuée ainsi que la nature du matériel végétal lui-même. 

III .1 .3 Résultats de l’analyse quantitative  

Cette première expérience a été réalisée au laboratoire  l’unité de recherche de 

valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et Analyse 

Physicochimiques et Biologiques (VARENBIOMOL). 

À l’aide d’un appareil Spectrophotomètre qui conduit un  réactif spécifique à un dérivé 

permettent mauser absorbance de polyphénol totaux et de flavonoïde totaux. 
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III .1 .3.1 Résultats de dosage des polyphénols  

 La détermination de la teneur en polyphénols dans les extraits de Medicago sativa L  est 

estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu. La quantité des polyphénols correspondante a été 

exprimée par une courbe d’étalonnage linéaire qui a été rapportée en microgramme 

d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (μgEAG/mg) et déterminé par 

l’équation de type :  

y = 0,0097x + 0,0737avec R2= 0,9961 

Tableau III.2. Présent le résultat de l’absorbons de l’acide gallique avec la concentration. 

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 

C (µg/ml) 5 10 25 50 100 150 200 

A 0,0753 0,1248 0,2951 0,5855 1,0809 1,6032 2,0929 

 

 

Figure III.1 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique. 

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de régression 

de la gamme d’étalonnage (Figure III.1) et est exprimée en µg d’équivalent d’acide gallique 

par milligramme d’extrait (µg EAG/mg d’extrait). Chaque valeur est la moyenne de deux 

lectures. 
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III .1 .3 .2 Résultat du dosage des flavonoïdes  

La teneur en flavonoïdes a été déterminée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AlCl3) 

pour l’extrait et a été rapportée en μg d’équivalent de quercétine /mg d’extrait. Les résultats 

sont exprimés en fonction de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type :  

y = 0,0206 x + 0,0472  sachant que  R² = 0,9963. 

Le tableau III.3. Présent l’absorbance la Quercétine avec la concentration. 

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 

C (µg/ml) 5 10 25 50 100 150 

A 0, 1168 0,2273 0,5785 1,0814 2,239 3,057 

 

 

Figure III.2 : courbe d’étalonnage de la Quercétine. 

 Pour les échantillons, chaque concentration est répétée deux fois.  De même, la lecture a 

été faite au moyen du spectrophotomètre à 415 nm. Chaque valeur est la moyenne de deux 

lectures. La quantité des flavonoïdes des extraits MS, MF, SS et HS de l’espèce Medicago 

sativa L est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait 

(µg EQ/mg d’extrait). 

 Le tableau III.2 présente Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes des extraits MS, 

MF, SS et HS l’espèce Medicago sativa L sont reportés sous forme d’histogramme dans la 

figure ci-dessous (Figure III.2).  
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Tableau III.4 : Taux de polyphénols et de flavonoïdes totaux des extraits (MS, MF, SSetHS) 

obtenus par trois méthodes. 

Extrait 
Taux de Polyphénols totaux 

(µg EAG/ mg d’extrait) 

Taux de flavonoïdes totaux 

(µg QE/ mg d’extrait) 

MS 14,401±0,074 4,676±0,031 

MF 89,95±0,044 25,042±0,10 

SS 39,71±0,057 34,09±0,025 

HS 55,52± 0,043 15,2±0,072 

  

 MS : Macération sèche 

 MF : macération fraiche 

 SS : soxhlet sèche 

 HS : Hydrodistillation 

Les valeurs sont exprimées en moy±DS 

 

Figure III.3 : Teneurs en polyphénols et en flavonoïdes dans les 4 extraits Medicago sativa L. 

 D’après les histogrammes de la figure III.3, les teneurs en polyphénols enregistrés, en 

équivalent d’acide gallique, sont plus importants dans tous les extraits comparativement à ceux 

des flavonoïdes enregistrés en équivalent de quercétine. Les teneurs en polyphénols varient de 
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55,52 et 39,09 µgEAG/mg d’extrait pour la matière sèche pour les extraits HS et SS et une seul 

valeur 89,95 µgEAG/mg d’extrait pour la matière fraiche pour l’extrait MF Ces variations 

restent faibles et comparables pour la méthode d’extraction (soxhlet, hydrodistillation 

,Macération) Cependant pour les flavonoïdes, ces teneurs varient de 34,09 et 15,2 µgE AQ/mg 

d’extrait pour la matière sèche et de 25,04 µgEQ/mg d’extrait pour la matière fraiche . Par 

contre l’extraction par macération sèche montre une différence significative notamment la 

teneur en flavonoïdes qui reste très faible comparativement aux poly phénols. 

En comparant les teneurs en flavonoïdes à celles des polyphénols dans tous les extraits, 

nous remarquons qu'elles sont toutes plus faibles, ce qui indique que les extraits contiennent 

d'autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques que celles des 

flavonoïdes (acides phénoliques, coumarines, tanins...). 

Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont révélé que les solvants 

mixtes sont très efficaces pour extraire les polyphénols. Selon [52].  L’utilisation de solvants 

hydroalcoolique aboutit à un fort enrichissement des extraits en polyphénols. La supériorité de 

ces solvants serait due à l’augmentation de la solubilité des composés phénoliques dans les 

extraits obtenus par des solvants mixtes comparés à ceux obtenus par des solvants purs [53]  De 

même et selon plusieurs études,  les facteurs climatiques tels que : la température, la durée du 

jour (soleil) et la nature du sol, la période de floraison influencent fortement sur la biosynthèse 

et l’accumulation des métabolites secondaires dans la plante [54]. 

III .1 .3 .3 Méthode d’extraction infusion  

Tableau III.5: Tableau montrant les rendements d’extraction par infusion 

(Solvant EtOH et eau). 

Solvant 
utilisé 

Type de la matière 
végétale Masse obtenue(g) Rendement % 

H2O 
(100%) Sèche 12 ,25 24,5 

EtOH 

(100%) 

Sèche 11.98 23,96 

Fraiche 9.04 18,08 

 Les résultats décrits dans ce tableau révèlent une première différence significative entre 

les valeurs de rendement de l’extraction de la matière sèche et de la matière fraîche, et ce, pour 

méthode utilisée infusion. En effet, la matière sèche montre un rendement beaucoup plus 
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important que la matière fraîche qui peut s’expliquer par la présence d’une grande quantité 

d’eau dans la matière végétale fraiche et ceci se répercute sur la quantité des substances 

présentes. 

Le tableau III.5 présente Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes des extraits MS, MF, SS 

et HS l’espèce Medicago sativa L  sont reportés sous forme d’histogramme dans la figure ci-

dessous (Fig. III.4).  

Tableau III.6: Taux de polyphénols et de flavonoïdes totaux des extraits obtenus par 
Infusion. 

Extrait 
Taux de Polyphénols totaux 

(µg EAG/ mg d’extrait) 

Taux de flavonoïdes totaux 

(µg QE/ mg d’extrait) 

ETOHS 93,693±0,151 25,243 ±0,055 

ES 28,133±0,053 6,559 ±0,031 

ETOHF 59,915±0,010 18,528±0,014 

Les valeurs sont exprimées en moy±DS 

 

Figure. III.4 : Teneurs en polyphénols et en flavonoïdes dans les extraits de Medicago sativa 

L (EtOH sèche et fraiche et H2O sèche). 

D’après le tableau, on note clairement des taux en polyphénols plus élevés pour la matière 

sèche et pour la matière fraîche dans le solvant éthanol pur (EtOH)par rapport des taux 
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flavonoïdes faible  Par contre, l’extraction par utilisé solvant eau montre une différence 

significative notamment la teneur en polyphénols aux flavonoïdes qui reste très faible.  

Ceci peut être expliqué par la déstructuration des membranes plasmiques (vers 50°C) puis 

des structures pariétales (à haute température), et la dégradation des phytoconstituants sous 

l’effet des enzymes libérées ou de réactions purement chimiques [55]. 

 Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont révélé que les solvants 

pur sont très efficaces pour extraire les polyphénols [52]. 

III .2 Résultats de l’extraction par Ultrason  

III .2 .1 Rendement de la méthode d’extraction par Ultrason  

 Comme signalé dans la chapitre II, l’extraction par Ultrason a été répétée deux fois en 

faisant varier les paramètres solvant, durée de l’extraction. 

III .2 .2 Variation du solvant et de la durée d’extraction  

 Cette deuxième expérience a été réalisée au laboratoire de l’unité de recherche de 

valorisation des molécules, Constantine (VARENBIOMOL) à l’aide d’un appareil Ultrason très 

simple en utilisant un seul formes de la matière végétale (fraiche) et comme solvant EtOH  et 

H2O. Le solvant, la température entre 32 et 35°C. Comme précédemment,  la matière végétale 

fraiche a été soumise à 4 extractions pendant (10mn, 30mn) EtOH, (10mn et 30mn) H2O. Les 

résultats sont reportés dans le tableau III 5. 

Tableau III 7. : Tableau montrant les rendements d’extraction par Ultrason à une durée de 

(10mn-30mn) et une température comprise entre 32-35°C. 

Solvant 
utilisé 

Type de la matière 
végétale Temps Masse obtenue (g) 

Rendement 
% 

EtOH                 
(100%) Fraiche 

10 min 6.96 46.4 

30 min 7.27 48.46 

H2O  (100%) Fraiche 
10 min 4.66 31.06 

30 min 7.22 48.13 

 Ce tableau montre, d’une part un rendement meilleur pour l’extraction de la matière 

végétale fraiche dans un duré 30 mn en utilisant soit le solvant d’eau soit de l’éthanol pur 
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comparativement à celui de la matière végétal un duré 10 mn et d’autre part, ce rendement est  

beaucoup plus important avec l’éthanol comme solvant (48,46%) ce qui est en harmonie avec 

les résultats des rendements de la première partie (extraction par les méthodes classiques). 

 Ce résultat, reste aussi en bon accord avec les données de la littérature qui montre que 

l’extraction par l’éthanol donne toujours un meilleur rendement parce que ce mélange permet 

une bonne solubilisation d’un nombre important de substances chimiques [53] . De même, il 

est à noter que l’extraction par Ultrason donne le meilleur rendement comparativement aux 

méthodes dites classiques à savoir la macération, hydro distillation, soxhlet et l’extraction par 

infusion, selon les conditions opératoires (temps de l’extraction, température, agitation). 

III .2 .3 Résultats de l’analyse quantitative  

 Le tableau III.6 présente les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes totaux des extraits 

EtOHt30, Et30, EtOHt10 et Et10, de l’espèce Medicago sativa L et sont reportés sous forme 

d’histogramme dans la  figure III.5. 

 

Tableau III.8: Taux de polyphénols et de flavonoïdes totaux des extraits obtenus par 

Ultrason. 

Extrait 

Taux de Polyphénols 
totaux 

(µg EAG/ mg d’extrait) 

Taux de flavonoïdes 
totaux 

(µg QE/ mg d’extrait) 

EtOH  t30 26,38±0,004 13,09±0,044 

H2O t30 51,52±0,018 9,15±0,010 

EtOH t10 14,6±0,218 2,38±0,218 

H2O t10 21,28±0,057 11,19±0,030 

 

Les valeurs sont exprimées en moy±DS 
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Figure III.5 : Teneurs en polyphénols et en flavonoïdes dans les 4 extraits de Medicago 

sativa L (EtOH sèche et fraiche et H2O sèche et fraiche). 

D’après le tableau, on note clairement que le teneur  en polyphénols plus élevés pour que 

des flavonoïdes dans la matière végétal fraiche par  utilisant un solvant organique éthanol soit 

l’eau. Ce qu’est en harmonie avec les résultats des polyphénols et flavonoïdes de la première 

partie (extraction par les méthodes classiques).  Ce qui confirme les résultats précédents puisque 

les flavonoïdes constituent une classe des polyphénols. 

 Dans un premier temps, la figure montre l’impact du temps sur l’extraction polyphénols 

et les flavonoïdes. Ces taux sont importants pour la durée 30 minutes pour extraction des 

polyphénols les flavonoïdes soit  par utilisation l’eau  ou par l’éthanol cette résultat  confirmé 

que les extraits  de solvant polaire riche en polyphénols  par rapport aux taux  da flavonoïde 

lorsque la durée de l’opération est diminué à 10 min on remarque la grand chute de 

concentration des poly phénols et les flavonoïdes  soit pour l’utilisé de l’eau ou bien l’éthanol 

ceci peut être explique par l’importance de facteur de temps de temps de vibration ultrason pour 

la solubilité de produit naturelles dans le solvant. 

 Le temps de contact entre la matière végétale et le solvant est donc un paramètre important 

pour l’extraction des polyphénols et la maîtrise de ce paramètre permet non seulement de  

augmenter le temps de l’extraction, mais aussi les polyphénols besoin une longue tempe pour 

solubilisé [56]. 
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III .2.4. Détermination de la teneur en cendre  est la matière organique  

 Le poids de plante sèche est déterminé par la différence entre le poids du creuset plein  et 

le poids du creuset vide. 

 
 

Figure III.6 : Le poids de plante sèche  

 

Figure III.7 : Le poids en cendre  

III .2.5. Calcul le rendement : 

Medicago sativa le présent une teneur élevée en matière organique (91,84%) et une teneur 

faible en matière minéral (8,16%) les valeurs des rendements des matières organique et minéral 

de la plante Medicago sativa L sont indiquée dans le tableau III.7 et sont reportés sous forme 

cercle relativiste dans la Figeur III.8. 

Tableau III.9 : Tableau montrant les rendements de la matière (végétal, organique, cendre). 

La matier La masse(g) Le rendement(%) 

Matier organique 4,47 91,84 

Matier cendre 0,38 8,16 

 

4,78 g 

0,39 g 



Chapitre III : Résultats & discussion 

 

 

 
56 

 

Figeur III.8 : Teneur en matière organique et minéral du plant Medicago sativa L. 

Conclusion  

D’après les résultats obtenus, on remarque une amélioration nette dans les teneurs des 

polyphénols et des flavonoïdes totaux par l’extraction par ultrasons en faisant augmenter les 

polyphénols pour une durée de 30mn alors qu’on assiste à une baisse dans ces teneurs lors de 

l’augmentation de la durée de l’extraction. En effet, l’extraction assistée par ultrasons est 

considérée comme étant la méthode alternative d’extraction des polyphénols totaux. Les 

résultats sont en accord avec [57] qui a révélé que les extraits  de la plante medicago sativa l 

obtenus par l’extraction assistée par ultrasons sont plus riches en composés phénoliques, ce qui 

conduit à une augmentation de rendement d’extraction comparés à ceux obtenus par les autres 

méthodes. Cet effet peut être expliqué par le processus produit par cavitation, lequel est induit 

par l’irradiation des ultrasons, provoquant le gonflement des cellules, l’élargissement des pores, 

et donc une augmentation du coefficient de diffusion des composés phénoliques à travers les 

parois cellulaires. Les ultrasons ont l’avantage de réduire considérablement le temps et 

d’augmenter le rendement d'extraction, Ceci est en accord avec les résultats obtenus dans ce 

modeste travail. 
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Conclusion générale 
L’objectif principale de notre travail est une analyse comparative de cinq méthodes 

classiques d’extraction ont été employés pour extraire des composés phénoliques à partir de 

l’espèce Madicago sativa L (utilisée sous les deux formes fraîche et sèche et différents solutions 

) à savoir la macération ,Hydrodistillation,  extraction par  infusion,  l’extraction par soxhlet et 

l’extraction par ultrason, 

Le meilleur rendement obtenu est le rendement d’extraction par ultrason de la matière 

végétale fraiche dans le duré  de 30 mn en utilisant soit l’eau comme solvant  (48,13%) ou bien 

l’éthanol pur (48,46%).et alors que le rendement le plus faible Vien de l’extraction par 

macération de la matière végétale séché (2.45%).  

Dans le dosage les teneurs en polyphénols enregistré en équivalent d’acide gallique, son 

plus important dans tous les extrait comparativement à ceux des flavonoïdes enregistré en  

équivalent de quercétine,  on note clairement que les teneurs en polyphénols plus élevés  pour 

l’extrait (infusion de la matière sèche dans l’éthanol pur) par une valeur de 93 ,693 ± 0,151 (µg 

EAG/mg d'extrait ) et  les teneurs en flavonoïdes le plus important pour l’extrait( SS) par une 

valeur de 34.09± 0.025(µg EQ/mg d'extrait )   

La plante medicago sativa l est très riche en composés phénolique (métabolite secondaire) 

cela en fait une plante distinctive  en particulier pour les agriculteurs qui l’utilisant comme 

aliment de base pour les vache et le bétail, et l’étude sur cette plante reste en vigueur découvrant 

plus de propriétés. 
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 ملخص

 تقنیات لاستخلاص المركبات الفینولیة والفلافونویدات الموجودة  خمسالھدف من ھذا العمل ھو دراسة مقارنة بین  

السوكسلي   بالبخار بجھاز ):الاستخلاص بواسطة التقطیر %70في نبات الفصة الاستخلاص بواسطة النقع (المیثانول الماء  

الماء   باستخدام  التسریب(سواء  فوق   تقنیة وتعتبر  وآخر)  الإیثانول  أو الاستخلاص عن طریق  الموجات  تقنیة  حدیثة وھي 

 الصوتیة. 

 .الأیضیةوترتكز المقارنة على مردود استخلاص للمواد الفعالة لنبتة وكذا مردود استخلاص المركبات 

 ص مركبات الأیض الثانوي لنبتة الفصفصة في الحالة  الجافة والطازجة.من ھذه الدراسة تم استخلا  الأولفي الجزء  

قد تم الحصول علیھ بواسطة طریقة الموجات   الأعلىدراسة المقارنة بان مردود الاستخلاص    أظھرتفي الجزء الثاني  

 فوق لصوتیة یلیھ الاستخلاص بواسطة التقطیر بالبخار ثم الاستخلاص بالنقع.  

من خلال تغییر الوقت   وذلكستخلاص باستخدام طریقة الموجات فوق الصوتیة مدى نجاعتھا  طریقة الا  أكدتوقد  

 الذي كل ما زاد زاد معھ مردود الاستخلاص وطبیعة المحلول المستخدم.

الدراسة تفوق مؤكد لطریقة الاستخلاص بالموجات فوق الصوتیة وذلك من حیث مردود  الختام تظھر ھذه   وفي 

 .    الأیضیةفي استخلاص المركبات  الإیثانولالفلافونیدات والوقت القیاسي ومدى نجاح  استخلاص المركبات الفینولیة و

الأیضیةفینول, فلافونوید,    الاستخلاص,  :یةالكلمة المفتاح  
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Résumé 
Le but de ce travail est d’étudier une comparaison entre cinq techniques d’extraction de 

composés phénoliques et de flavonoïdes trouvés dans la plante Medicago sativa L, Extraction 

par macération (méthanol et eau   70 %):Extraction par hydrodistillation, extraction par Soxlhet, 

extraction par infusion (que ce soit en utilisant de l’eau ou de l’éthanol) et la dernière technique 

est considéré comme technique alternative, c’est l’extraction par ultrason. 

La comparaison est fondée sur les rendements d’extraction des substances actives de 

plante ainsi que des composés métaboliques. 

Dans la première partie de l’étude, les composés métaboliques secondaires ont été extraits 

à partir de la plante Medicago sativa L à l’état sec et frais. 

Dans la deuxième partie, l’étude comparative a montré que le rendement d’extraction le 

plus élevé a été obtenu par la méthode par ultrasons suivie par la hydrodistillation puis 

l’extraction par infusion. 

La méthode d’extraction par Ultrason a confirmé son efficacité en changeant le temps que 

chaque fois qu’on fait augmenter le temps  le rendement d’extraction augmente et même chose 

pour le changement de solvant utilisée. 

Cette étude montre que la méthode d’extraction par ultrasons est plus certaine en termes 

de réapprovisionnement et d’extraction des composés phénoliques et flavonoïdes, du temps 

standard et du succès de l’éthanol dans l’extraction des composés métaboliques. 

Mot clés: Extraction, phénoliques, flavonoïdes, métaboliques 
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Abstract 

The purpose of this work is to study a comparison between five techniques of extraction 

of phenolic compounds and flavonoids from the plant Medicago sativa L, Extraction by 

maceration (methanol and water   70 %): Extraction by hydrodistillation, extraction by soxlhet, 

extraction by infusion (water or/and ethanol) and the latest technique is considered as an 

alternative technique, which is ultrasonic extraction. 

The comparison is based on the extraction yields of plant active substances as well as 

metabolic compounds. 

In the first part of the study, the secondary metabolic compounds were extracted from the 

dry, fresh Medicago sativa L plant. 

In the second part, the comparative study showed that the highest extraction efficiency 

was obtained by the ultrasonic method followed by hydrodistillation and then infusion 

extraction. 

The Ultrasonic extraction method has confirmed its effectiveness by changing the time 

that each time one increases the time the extraction efficiency increases and the same for the 

change of solvent used. 

This study shows that the ultrasonic extraction method is more certain in terms of 

replenishment and extraction of phenolic and flavonoid compounds, standard time and the 

success of ethanol in the extraction of metabolic compounds. 

Keywords: extraction, phenolic, flavonoid, metabolic. 
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