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Résumée

Résumée

L'objectif principal de cette étude consiste a extraire et doser les alcaloides totaux
présents dans une plante médicinale appelée "Thapsia garanca L". Apres la récolte, le séchage
et le broyage de la plante, une quantité élevée d'alcaloides totaux a été découverte dans
I’échantillon, correspondant a une concentration de 35%. Ce résultat a également été confirmé

par le dosage indirect des alcaloides totaux dans les différents échantillons.

La présence d'alcaloides, ainsi que d'alcaloides phénoliques, dans les extraits végétaux

prépareés a été validée a l'aide de trois tests phytochimiques.

Mots cles: Thapsia garanca L, alcaloides totaux, extraction, dosage, tests phytochimique



Résumée

Abstract

The main objective of this study is to extract and quantify the total alkaloids present in a
medicinal plant called "Thapsiagaranca L". After harvesting, drying, and grinding the plant, a
high amount of total alkaloids was found in the sample, corresponding to a concentration of
35%. This result was also confirmed using the indirect dosage of total alkaloids in the

different samples.

The presence of alkaloids, as well as phenolic alkaloids, in the prepared plant extracts was

validated using three phytochemical tests.

Key words: Thapsia garganica, Total alkaloids, extraction, dosage, phytochemical tests.
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Liste des abréviations

ATP: adénosine Triphosphate
H>S04 : acide sulfurique.

H20: eau.

I: lodure.

UV : ultra-violet.

g: gramme.

g/mol: gramme sur mole.

Kl : lodure de potassium.

mg: milligramme.

m: metre.

NaOH: Hydroxyde de sodium.
pH: potentiel hydrogéene.

PE: point d’équivalence.

QT: quantité.

SSA : silica sulfurique acide.
(Si(O-SO3H)): silica sulfurique acide.

%: pourcentage.
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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales ont longtemps été reconnues pour améliorer et guérir la santé des
humains, et elles sont actuellement utilisées a tous les niveaux, notamment au niveau
thérapeutique. Au cours des dernieres décennies, les études scientifiques ont confirmé les
vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales utilisées empiriqguement depuis des

millénaires.

De nos jours, malgreé le développement de la chimie de syntheése, les plantes médicinales sont
encore largement utilisées en raison de leur efficacité dans diverses procedures
thérapeutiques. Elles sont un vaste groupe numeérique et contiennent des composants actifs qui
sont utilisés dans le traitement de différentes maladies. Outre leur utilisation directe comme

remede, ils sont également utilisés dans les industries pharmaceutique et cosmétique [1].

Les alcaloides des métabolites des plantes, constituent un groupe plus vaste de substances
secondaires. En raison de leurs propriétés médicamenteuses, ces composés présentent un
intérét exceptionnel pour les pharmaciens et les industries pharmaceutiques par exemple : sel
de I'opium; la quinine, la vincamine et le taxol. On connait, a I'heure plus de 5500 alcaloides

et leur liste s'allonge continuellement [2].

Dans ce contexte, I'objectif essentiel de notre présent travail de fin d'études, est I'extraction et

le dosage des alcaloides totaux d'une plante médicinale.

Ce mémoire comprend essentiellement quatre chapitres:

- Le premier et le deuxieme chapitre représente une synthése bibliographique sur les plantes
médicinales, une présentation générale des alcaloides et une description détaillée de la plante

étudiée a savoir Thapsia garganica.
- Le troisiéme chapitre représente matériels et méthodes de travail réalisé au laboratoire.

- Le quatrieme chapitre une représentation des résultats obtenus et leur discussion.

Nous terminons la présente étude, par une conclusion générale qui renferme des perspectives.
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I.1.  Définition des plantes médicinales:

D'aprés la pharmacopée francaise en 2013, une plante médicinale est un médicament
végetal au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des

propriétés médicamenteuses capable de prévenir, soigner ou guérir des maladies [3].

D'autre part, une plante médicinale est un organe végetal vivant dont la morphologie et la
composition biochimique sont spécifiques. L'intérét de la plante médicinale est représentatif
par ses différentes vertus thérapeutiques, curatives ou préventives. Elle est utilisé de maniere
précise et a une certaine dose, entiere ou des parties qui peuvent avoir chacune des

applications différentes, dans de nombreux domaines alimentaires ou condimentaires... [4].
I. 2. Importance des plantes médicinales:

Les plantes médicinales constituent un groupe trés vaste de plantes importantes. Elles font
partie de notre environnement et on les rencontre dans les foréts, les prairies, les champs, prés
des maisons, elles peuvent étre sauvages et pousser naturellement ou résulter de I'activité de

I'nomme qui les sélectionne et les cultive [5,6].

Les plantes contiennent des composants actifs utilisés dans le traitement de diverses maladies.
Outre, leur utilisation comme remede directe, on les emploie aussi dans les industries

pharmaceutiques, alimentaires, des cosmétiques et des parfums [6].
1.2.1. Importance curative et alimentaire :

Les vegetaux sont notre source nourriciere. 1ls sont omniprésents dans notre alimentation. En
outre, I'nomme est habitué a consommer différentes especes de plantes ; qui sont bien souvent
appréciées par leurs qualités aussi bien médicinale que nutritive, on cite alors que le citron
(Citrus limon) et I'oignon (Allium cepa) sont des aliments et des plantes médicinales les

deux a la fois : le citron prévient les infections, I'cignon celles des bronches [5,6].
1.2. 2. Importance économique et industrielle :

D'un point de vue économique, les plantes médicinales fournissent des matieres premieres et
des drogues végétales qui sont utilisées sous diverses formes, généralement en tisanes, extraits
et teintures [5,6].
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L'industrie veut exploiter des extraits de substances tirées des plantes qui puissent étre
synthétisées. Les composants actifs sont d'abord isolés, puis utilisés dans la fabrication des

médicaments [6,7].
1.2.3. Importance cosmétologique:
L'utilisation des plantes, dans le domaine des soins de beauté remonte a plusieurs millénaires.

A l'origine, ces soins de beauté ont presque été synonymes de soins d’hygiene. Les parfums
utilises pour dissimuler les odeurs corporelles désagréables possédant aussi fréqguemment un
puissant pouvoir antiseptique, de méme les huiles grasses répandues sur le corps ou la
chevelure se révélent étre des agents de protection contre des parasites, des pigdres d'insectes
et autre agressions, telles celles qui résultent de divers facteurs climatiques «vent, froid,
humidité.....etc. »[8].

1.3. Source des plantes de médicinale:
1.3.1. Les Plantes de cueillette :

A l'origine, on ne récoltait que les plantes spontanées. En fait, celles-ci présentent un certain

nombre d'inconvénients:

e Dispersion géographique ;
e Irrégularité de leur croissance;
e Une qualité inégale (c'est la différence au niveau de la qualité biochimique :

principe actif) [9].

Actuellement, les plantes sont cueillies a I'état sauvage, dans les circonstances suivantes :

o Si les plantes sont trés abondantes a I'état sauvage;
o Dans le cas des plantes dont la culture est difficile ou impossible;
o En cas de demande réduite [9].

1.3.2. Les Plantes de culture:

Dans majorité des cas, les plantes médicinales sont obtenues par culture qui présente de

nombreux avantages [9].
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» Partant de semences sélectionnées, une culture soignée permet d'obtenir une matiére
premiére abondante et de bonne qualité.

> Les plantes ont toutes le méme état de maturité lors de la récolte qui est aisée parfois
mécanisee.

> Parfois traitement de matériel végétal au voisinage des champs de culture évitant
I'altération des drogues.

> Risque tres faible de substitution ou de falsifications.

Tous ces avantages I'emportent largement sur quelques inconvénients de la culture : plantes
plus fragiles facilement atteintes par les parasites. Cependant, la qualité des plantes cultivées
peut étre améliorée afin d'augmenter leur résistance a divers agents [9]. Pour réaliser cette

amélioration, on peut jouer sur différents facteurs :
1.3.2.1. Action sur les facteurs écologiques:

On appelle facteur écologique tout paramétre ou composant de I'environnement qui agit sur
les étres vivants. Les facteurs écologiques influences donc la vie des étres vivants. On
distingue deux grands types de facteurs écologiques : les facteurs biotiques et les facteurs
abiotiques [10].

1.3.2.2. Action sur les facteurs génétiques :
Résulte d'une sélection qui peut étre :

» Conservatrice ou naturelle a I'intérieure d'une population hétérogéne de plantes dans
laguelle sont sélectionnées les plantes qui possédent dans leur patrimoine génétique les
caracteres les plus intéressants.

> Créatrice ou artificielle ; dans ce cas le patrimoine génétique est modifié par diverses

techniques agronomique (hydratation, mutation) [9].
1.4. Les principes actifs des plantes médicinales :

Ce sont des molécules dotées d'un pouvoir thérapeutique préventif ou curatif pour I'nhnomme

et/ou l'animal [11].
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1.4.1. Métabolites primaires :

Les métabolites primaires rassemblent les protéines, les lipides, les carbohydrates. Ces
composés possedent une fonction intrinséque qui est directement impliquée dans le

développement et la reproduction d'un organisme ou d'une cellule [13].
1.4.2. Métabolites secondaires:

Les métabolites secondaires sont des molécules bios synthétiseées a partir des métabolites
primaires qui participent a la coévolution des plantes avec d'autres organismes vivants. Ces
composés secondaires de différente diversification, qui sont utilisés par I'homme pour la

thérapie humaine ou animale sont connus sous le nom de principe actifs [14].
I.5. Les composeés alcaloides:

En 1803, DEROSNE a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex sec de lI'opium, une
drogue utilisée depuis des siecles pour des propriétés analgésiques. Le terme alcaloide a été
introduit par Meisner au début du XIXe siécle; et la définition admise de celui-ci est celle
donnée par Winterstein et Trier en 1910, définissant un alcaloide comme étant un composé
organique naturel (le plus souvent d'origine végétale), hétérocyclique avec l'azote comme
hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriétés

physiologiques prononcées méme a faible dose [15].
On distingue :
1.5.1. Les alcaloides vrais:

Sont des substances d'origine naturelle et de distribution restreinte, de structure souvent
complexe, azotée (atome d'azote inclus dans un hétérocycle) et de caractére basique. Ils
existent dans la plante sous forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé et

sont dotées d'une activité pharmacologique significative [15].

COOH

\ NH=

H

(-) Strychnine O
(Struchnos nus vomica)
L_Triptophan

Figure-1 : Exemple d’un alcaloide vrai.
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1.5.2. Les pseudo- alcaloides :
Sont des métabolites présentant les caractéristiques des alcaloides vrais exceptés leur origine

biosynthétique. Dans la majorité des cas connus, ce sont des derivés d'isoprenoides (alcaloides

terpéniques) et du métabolisme de I'acétate [15].

COOH

NH,

L-Phenylalanine Colchicine

Figure-2 : Exemple d’un pseudo-alcaloide.

1.5.3. Les proto- alcaloides :

Sont des amines simples dont I'azote n'est pas inclus dans un systeme hétérocyclique, ont une

réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d'acides aminés [15]

X Il /
i \ S g " §

~ ,
~ 2,
N 7

“HO

Inosine monophoesphlate Cafeine Theobromine

(IMP)

Figure-3 : Exemple d’un proto-alcaloide.

1.6. Classification des alcaloides :

Depuis leur découverte et jusqu'a maintenant il Ya plus de 10 000 alcaloides ont été isolés
ou détectés a partir de sources végétales, animales, ou de micro-organismes. Le nombre de

composés d'alcaloides connus et leur diversité structurale ont fait de leur classification une
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tache difficile a établir et pour cela leur classification est basée sur plusieurs criteres : l'origine

biologique, la voie de biosynthese, et la structure [15].

La classification la plus adaptée est basée sur l'origine biogénétique, c'est-a-dire de les
classer en groupes. Les alcaloides ne sont pas tous dérivés des acides aminés, cependant

quatre groupes sont reconnus [15]:

1. Les alcaloides dérives des acides aminés comme l'ornithine/arginine, lysine, histidine,

phenylalanine/tyrosine, tryptophane, I'acide anthranilique ou nicotinique ;
2. Les alcaloides purines, comme la xanthine, caféine;
3. Terpenes aminés, ex: diterpene aconitine ou triterpéne solanine;

4. Les alcaloides poly-cétoniques ou l'azote est inclus dans le squelette poly-cétonique comme

la conicine et la coccinelline.

Dans le tableau suivant sont décrits quelques types d'alcaloides ainsi que leurs précurseurs

de synthése en acides aminés [15]:

Tableau-1 :Types d’alcaloides et leurs précurseurs de synthése en acides aminés

Acides amines Types d’alcaloides

Cc Ok

Pyrrolidines, pyrrolizidines, tropannes

Omithine

Pipéridines,quinolizidines, indolizidines

- m Alcaloides du type  ephédrine,

R—=H.phénylalanine. isoquinoléines

R=OH.Tyrosine
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cooH

Indoles
tryptophane
COOH
NH Quinoléines, quinazolines, acridines
Acide anthranilique
/ COOH
~__ I Pyridines
N
Acide nicotinique
Imidazoles
Histidine

1.7. Rble des alcaloides :

Le role des alcaloides dans la plantes est souvent inconnu, et leur importance dans le
métabolisme du pante n'est pas trés bien définie. Une plante peut contenir plus de cent
alcaloides différents, mais en général leur concentration ne représente pas plus de 10% du
poids sec. L'existence de plante ne contenant pas d'alcaloides démontre que ces composés ne
sont apparemment pas essentiels a leur reproduction. Pourtant, plusieurs alcaloides trés
toxiques offrent, par conséquent, un arsenal chimique de défense des plantes contre l'attaque
des herbivores et des micro-organismes. La nicotine empéche la croissance des larves du

tabac. Le composeé pur est également appliqué comme insecticide efficace dans des serres.

En autre, des alcaloides protégent les plantes contre les dommages provoqueés par la lumiére
UV [16]. lIs constituent aussi une réserve de substances capables de fournir I'azote ou d'autres
fragments nécessaire au développement de la plante. Parfois, ils n‘ont pas de rble précis et

sont simplement des sous-produits du métabolite végétal [16].
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1.8. Propriétés physico-chimiques des alcaloides:

Les alcaloides sont des substances azotées de masses moléculaires tres variables de 100 a 900
g/mol. La plupart des alcaloides non oxygénées sont liquides a température ambiante
(nicotine, spartéine, conicine); ceux contenant I'oxygéne dans leur formule sont le plus

souvent des solides cristallisables, rarement colores [15].

Les alcaloides bases sont insolubles ou tres peu solubles dans I'eau, solubles dans les solvants

organiques apolaires ou peu polaires et solubles dans les alcools de titre elevé [15].

La basicité des alcaloides est tres variable, étroitement fonction de la disponibilité du doublet
libre de I'azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a I'atome d'azote diminuent la
basicité tandis que des groupements électro-donneurs la renforcent. La basicité est également
influencée par des contraintes stériques, elle est un facteur d'instabilité pour ces molécules
qui, a I'état de base et en solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiere ainsi qu'a I'oxygene
[15]. Les alcaloides ont une basicité plus ou moins marquée, ils peuvent former des sels avec
des acides minéraux (chlorhydrates, sulfates, nitrates) ou organiques (tartrates,
sulfamates, maléates). Les sels d'alcaloides sont généralement solubles dans l'eau et les
alcools dilués, ils sont insolubles dans les solvants organiques a organiques apolaires, sauf
rares exceptions. Les sels cristallisés se conservent plut6t bien, ils constituent la forme

commerciale habituelle pour ces molécules [15].
1.9. Reéactifs géneraux des alcaloides:

Les réactifs généraux des alcaloides sont des solutions de complexes a base d'iode ou de
métaux lourds qui donnent des produits insolubles avec les sels d'alcaloides (réactif iodo-
ioduré de Bouchardat, réactifs iodomercurique de Mayer-Valser et iodobismuthique de
Dragendorff, acides phosphomolybdique, phosphotungstique, silicotungstique, etc.). Ces
réactions peuvent étre tres sensibles, la quinine est détectée a une concentration de 1/100 000
et sont couramment utilisées pour en effectuer la recherche rapide dans des echantillons
botaniques. Il existe également des réactions colorées spécifiques d'un groupe particulier

d'alcaloides, comme celle de Vitali-Morin (atropine) [17].
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1.10. Extraction des alcaloides :

Il existe deux méthodes d'extraction des alcaloides d'une matrice végétale; la premiere étant
non-spécifique aux alcaloides (extraction solide-liquide), la seconde étant spécifiques aux

alcaloides (extraction liquide-liquide) [18].
1.10.1. Extraction solide-liquide:

Elle consiste en une macération dans une phase organique alcaline. L'alcalinisation de la

phase organique permet de déprotoner les alcaloides, condition nécessaire pour qu'ils soient

Solubles dans la phase organique lipophile et donne extractibles par cette phase [17]. La
percolation par un solvant organique, qui suit la macération, permet une extraction compléte

des alcaloides.
1.10.2. Extraction liquide-liquide:

La premiére étape est un partage de la phase obtenue aprés la premiére extraction avec une
solution aqueuse acide [19]. Les alcaloides sont protonés (chargés positivement) est passent
donc dans la phase aqueuse. L'alcalinisation a ph12 de la phase aqueuse a I'étape suivante fait
passer les alcaloides sous leur forme déprotonés (neutres) [19]. Donc, lors d'ajout subséquent
de la phase organique, les alcaloides passent dans la phase organique. Apres évaporation du

solvant organique on obtient I'extrait pur des alcaloides.
1.11. Propriétés thérapeutiques et pharmacologiques des alcaloides:

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande diversité
structurale. Leurs propriétés pharmacologiques sont généralement variées et dépendent de leur
composition chimique, généralement ils ont [20]:

e Une action sur le systeme nerveux central; comme anti dépresseur (codéine,
morphine......... )

e Une action sur les systemes nerveux autonome; comme excitant du sympathique
(hordéine, éphedrine);

e Une action sur les vaisseaux: hypertenseur (hydrastine);

e Une action sur la circulation sanguine : améliore la circulation cérébrale (vincamine);

e Une action antibiotique, antiparasitaire, anthelminthiques a des doses variées (quinine

toxique pour action I'nématozoaire du paludisme).
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e Une action anti tumorale: vincalcucobistine de la pervenche [21].

1.12. .Propriétés biologiques des alcaloides:

Les alcaloides ne partagent pas les mémes structures, propriétés et effet biologique. Ils
agissent directement sur le systéme nerveux et vont jusqu'a un antispasmodique, et
mydriatique, anesthésique 3. Conicine 4. Capsaicine 5. Hordénine 6. Mescaline Partie
bibliographique 13 Local ou action analgésique et narcotique[22], leurs composants sont
divers et dépendent de leur composant chimique composant par exemple, céphéline

(antifongique, antibactérien) émétine (amoebicide, antiprotozoaire, amibiase) [23].
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I1. Généralités sur Thapsia garganica:
11.1. Etudes botanique de Thapsia garganica:
11.1.1.Classification:

Thapsia est un genre de 41 especes de plantes a fleurs appartenant a la famille des Apiaceées.
Ils sont originaires d'Afrique, d'Asie et d'Europe. Thapsia garganica L. est une espéce
répandue dans la région méditerranéenne, trouvée le long des routes et des champs (Tableau-
2) [21]. Thapsia garganica (Thapsia en francais, A deryisen kabyle, Bounafaa en arabe) est

une plante indigéne. 1l est connu pour sa toxicité et ses effets imitateurs sur la peau [22].

Tableau-2 : Classification botanique Thapsia garganica

Nom commun: Thapsia Figure-4 : La plante Thapsia garganica

Arabe: Bou-nafagit s

Nom scientifique: Thapsia garganica L.

Noms vernaculaires: (A) Bou-nafit, Dryas.
(B) Adbib, Adrias, Atharghis, Hadriegs,
Tafsia, Toufelt, (E) Drias plant, (F) Faux
fenouil, Thapsia du montGargan

Reégne:Plantae.

Embranchement: Tracheophyta.

Classe :Equisetopsida .

Sous classe : Magnoliidae.

Ordre :Apiales.

Famille :Apiaceae.

Genre : Thapsia

Espece: Thapsia garganica
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11.1.2. Description botanique:

C’est une Plante vivace puissante, a tige florifere dressée, peu ramifiée, atteignant environ
1,50 m de haut [26].

11.1.2.1. La feuille:

Feuilles vertes sans poils. Le primitif est petit, ovale et entier, le suivant est fendu palmé. Les
feuilles sont grandes a la base de la tige, 2-3 pennées, les feuilles supérieures se contractant en

larges gaines. (figure-5) [24].

Figure-5 : feuille d’une Plante femelle.

11.1.2.2. L’inflorescence :

Les ombelles se ramifient a partir des feuilles et se réduisent principalement en gousses, les
invorcellus se réduisent en petits morceaux informes ou amorphes, se défolient rapidement et
les rayons se renflent souvent quelque peu a la base. Belles fleurs jaunes aux sépales glabres
terminés par de petits lobes, avec de grands pétales allongés s'étalant légerement au-dessus
d'un réseau d'étamines. Les inflorescences de cette plante se produisent entre avril et
juillet.(figure-6 )[25].

Figure-6: fleurs d’une Thapsia garganica.
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11.1.2.3. La tige :
Fort, droit, I1égérement strié, fibreux, ramifié au sommet, atteignant 0,90-1,40 m de hauteur,

s'étalant sur des branches laches et des feuilles éetalées (figure-7) [26].

Figure -7: la tige de Thapsia garganica.

I1.1.2.4.Laracine:
Le cylindre est tres épais, noiratre a l'extérieur et blanc a l'intérieur. Les racines contiennent

principalement des composants volatils et des lactones Sesquiterpenes dont la thapsia

garganica (figure-8) [24].

Figure-8: la racine de Thapsia garganica.

11.1.2.5.Fruit:
De 13-28 x 10-16 mm, avec des cotes dorsales visibles, mais tres larges et brillantes, pointues

vers le haut et un peu concaves a la base, contrairement aux cotes latérales sans ailes Il a des

ailes (figure-9) [27].

17



Chapitre 02 Description botanique et usage de la plante (Thapsia garganica)

Figure-9: fruit de Thapsia garganica L

11.1.3. Distribution géographique:

Thapsia garganica L. est une espéce largement répandue dans la région méditerranéenne, que
I'on trouve le long des routes et des champs [21]. Thapsia garganica L. est présent en Algérie,

en Tunisie, en Maroc et en Libye, mais aussi en Turquie, en Espagne, au Portugal, en Italie et

en Grece. [25].
e L <
GREECE (Black Sea.

T

AT AN I C

Figure-10 : Distribution géographique de thapsia garganica L.
11.2. Utilisation de thapsia garganica :

11.2.1. Utilisation traditionnelle :

L'extrait de racine de Thapsia garganica a été utilisé dans la médecine traditionnelle
européenne et arabe pour traiter les affections pulmonaires, les rhumes et soulager les

douleurs rhumatismale [24].
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Depuis lors, les racines et les graines de Thapsia garganica sont utilisées en médecine. Ainsi,
traditionnellement, des onguents étaient préparés en Europe et dans certains pays arabes du
bassin méditerranéen pour soulager les rhumatismes et certaines affections pulmonaires, et
étaient moins couramment utilisés comme laxatifs importants, utilisés en cataplasme contre

les inflammations, les abces [29-32].

L'écorce de racine est encore utilisée en médecine traditionnelle maghrébine pour traiter
I'infertilité féminine, les douleurs rhumatismales, les entorses et les affections pulmonaires
particuliérement sévéres. Egalement pour un usage topique, une décoction de racine peut étre

utilisée pour traiter les articulations enflammées, les morsures des erpent, les plaies sourdes,

les abces [29].

11.2.2. Utilisations pharmacologiques :

Thapsia garganica L. est une plante vivace présente sur tout le littoral méditerranéen. Il
contient de nombreux terpénoides présents a I'état de traces [27]. Certains composés sont
étudiés pour traiter le cancer de la prostate. Des chercheurs ont développé un pro médicament
appelé G202 a partir de la thapsigargine, I'un des principaux composants de la thapsia. Le
G202 est hydrolysé par des carboxypeptidases membranaires spécifiques des cellules
cancéreuses de la prostate. Cette hydrolyse active G202 et inhibe la pompe SERCA qui initie

la mort dans ces cellules [33].

11.3. Toxicité de la plante:

Sa toxicité est bien connue et ne doit étre manipulée avec une extréme prudence que par ceux
qui sont bien informés. Précautions a prendre pour éviter les irritations oculaires et les
cedémes faciaux de type angio-cedéme. Au niveau de la peau, l'effet répulsif se manifeste
initialement par de fortes rougeurs accompagnées de cloques importantes, accompagnées
d'cedemes subliminaux et de fortes démangeaisons pouvant entrainer la formation de pustules.

Peut avoir de la fievre [34].
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L’objectif essentiel de notre travail réalisé au laboratoire de chimie de la Faculté des Sciences
et de la Technologie, consiste a verifier la contenance des alcaloides dans la plante Thapsia

garganica.
I11.1. Préparation des échantillons:

Les échantillons de la plante Thapsia garganica, ont été récoltés durant le début de mois
d’avril de I’année 2023. Apres la récolte, les échantillons ont été séchés a température
ambiante, durant une période de 30 jours. La matiere séche obtenue est réduite en poudre a
I’aide d’un broyeur électrique, puis tamisée (Figure-11). Les fractions obtenues sont
conservées a 1’abri de la lumiére dans des boites en verre et servent ensuite a la préparation

des différents extraits.

B T ——— ——

Figure-11 : la plante Thapsia garganica apres séchage et broyage (Bouziane Tarek-2023)

111.2.1. Préparation des résidus d’alcaloides :

L’extraction des alcaloides totaux de la poudre de la plante Thapsia garganica, a été réalisée
en utilisant le protocole d’extraction par macération dans un milieu aqueux, acidifié par
I’addition de 1gde I’acide silica sulfurique (Si-O-SOsH) en différentes concentrations (X),
afin de libérer les alcaloides sous forme de sels et les rendre plus soluble dans la phase

aqueuse selon le schéma suivant (Figure-12).
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Figure-12 : préparation des résidus d’alcaloides totaux par macération en milieu agqueux
X1=05%, X2=15%, X3=25%, X4=35%.

Aprés 48 heures de macération dans les 04 échantillons (X1, X2, X3, X4), le mélange est
filtré (pour un bon épuisement du marc, la manipulation est répétée deux fois). Le marc épuisé

est jeté et la phase aqueuse contenant les alcaloides. (Figure-13).

Figure-13 : filtration de la phase aqueuse contenant les alcaloides.

111.3. Purification des alcaloides :

La purification des résidus d’alcaloides aprés extraction par macération des différents
échantillons, est basée sur la différence de solubilité en milieu acide et en milieu alcalin. Ils
vont ainsi pouvoir étre séparé des autres constituants du végétal (lipides, résine, chlorophylle)
et les impuretés hydrosolubles (sucres, sels minéraux et organiques), qui possédent les mémes

solubilités quel que soit le pH [18].

22



Chapitre 03 Matériels et méthode

On épuise I’extrait aqueux par 1’addition d’une solution basique aqueuse d’ammoniac
(fortement dilué a5%) jusqu’au au pH=9. Les alcaloides passent a 1’état basique, insolubles
dans I’cau. On extrait les alcaloides bases par le Chloroforme non miscible a 1’eau. La phase
aqueuse alcaline contenant les impuretés est jetée. La phase organique récupérée est évaporee
a sec, et le résidu obtenu qui représente les alcaloides totaux. Le schéma suivant représente les

différentes étapes de purification (Figure-14).

=

Figure-14 : Protocole de purification des résidus d’alcaloides.

111.4.Détermination du taux d’extraction :

Le rendement de I’extraction en alcaloides est déterminé par la différence entre le poids du

bécher plein et le poids du bécher vide. Le pourcentage d’extraction est calculé comme suit :

P1-PO
Taux d’extraction (%0) =%X100

PO : poids du bécher vide (g).

P1 : poids du bécher contient les alcaloides apres évaporation du solvant (g).
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PE : poids de I’échantillon initial (g).

111.5.Dosage indirect des alcaloides totaux :
Le dosage indirect est une méthode de détermination de la quantité de matiére a doser. On fait

réagir les résidus d’alcaloides a doser avec une quantité QT connue et en excés d’acide

sulfurique puis on neutralise I'excés de réactif avec un autre réactif a savoir I’Hydroxyde de

sodium (Figure-15).

—‘

Figure-15 : Protocole du dosage indirect des résidus d’alcaloides.

Connaissant la quantité totale QT de reactif titrant et la quantité Q2 qui a été neutralisée par le
deuxieme réactif, on en déduit par simple soustraction la quantité Q1 qui a servi a neutraliser

la matiere a doser et par conséquent la quantité de matiere a doser (Figure-16) [33].
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T e =

Figure-16 : Calcules de masse des alcaloides dans la plante Thapsia garganica
(BouzianeTarek-2023).

111.6. Test phytochimique de la présence des alcaloides :

La présence des alcaloides dans les residus des extraits selon le protocole d’extraction est
confirmée par un test phytochimique spécifique. Les extraits récupérés subissent une dilution

de 1/10 dans un tube a essai, et quelques gouttes du réactif de Mayeret Bouchardat.
111.6.1.Préparation des réactifs spécifiques :

111.6.1.1. Réactif de Mayer :

> Produits utilisés : Chlorure mercurique : 1.35g. lodure de potassium: 2g. Eau
distillée 100 ml.

> Mode opératoire : Dans une fiole jauger de 100 ml, introduire sous agitation 1.35g
de chlorure mercurique plus 2g d’iodure potassium puis ajouter 30 ml d’eau distillée.

Agiter jusqu’a la dissolution compléte, puis ajouter 70 ml d’eau distillée.

111.6.1.2.Réactif de bouchardat :

> Produits utilisés : lodure de potassium (K1) : 2g. Eau distillée 100 ml.

» Mode opératoire : Dans une fiole jauger de 100 ml contenant 10 ml d’eau distillée,
introduire sous agitation 2g d’iodure de potassium (KI) et 2g de (12) puis ajouter sous
agitation de 50 a 70 ml d’eau distillée. Pour suivre I’agitation une heure de temps.
Ajouter de I’eau distillée jusqu’a 1’obtention de 100 ml de solution et agiter une

seconde fois.
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111.6.1.3. Identification de la présence des alcaloides :

Pour faire les tests d’identification rapide des alcaloides, on prépare un extrait selon le
procedé suivant : Dans un tube a essais de 16 ml, introduire environ 200mg de poudre avec
Environ 10 ml d’acide sulfurique dilué a 10%. Agiter pendant 2 minutes. Filtrer le mélange

sur papier filtre. Partage le filtrat entre 3 tubes de 16 ml.

e Dans le premier tube : ajouter quelques gouttes de réactifs de Mayer.
e Dans le deuxieme tube : ajouter quelques gouttes de réactif de Bouchardat.

e Le troisieme tube : témoin.
111.6.1.4. Résultats :
Les résultats qui confirment la présence des alcaloides.

e Dans le premier tube : il se forme un précipité jaunatre.

e Dans le deuxieme tube : il se forme un précipité brun.

I11.7. Identification de la présence des alcaloides phénoliques:

Pour faire les tests d’identification des alcaloides phénoliques, on prépare un extrait selon
le procédé suivant : Dans un tube a essais de 16 ml, introduire environ 200mg de poudre avec
Environ 10 ml d’acide sulfurique dilué a 10%. Agiter pendant 2 minutes. Filtrer le mélange
sur papier filtre. On revient par la suite a milieu basique jusqu’au (pH = 9), par I’addition
d’une solution basique (ammoniac) et on extrait les alcaloides par le Chloroforme. La phase
organique récupérée est évaporée. Ajouter par la suite environ 5 ml d’eau distillée. Partagé la
solution entre deux tubes de 16 ml.

e Dans le premier tube : ajouter quelques gouttes d’une solution de 1% de chlorure
ferrique.

e Le deuxiéme tube : témoin.
111.7.1. Résultats :

Les résultats qui confirment la présence des alcaloides phénoliques.

e Dans le premier tube: il se forme un précipitt Mauve (violet).
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Dans cette étude, pour extraire un maximum d'alcaloides a partir de la plante Thapsia
garganica, nous avons employé la méthode d'extraction par macération en utilisant une phase
aqueuse acidifiée par l'ajout de 1g d'acide silica sulfurique (Si(O-SO3zH)) a différentes

concentrations (X).
IV.1.Calcules de masse des alcaloides dans la plante Thapsia garganica:

Les résultats expérimentaux de 1’extraction des alcaloides totaux de la plante Thapsia
garganica dans les quatre échantillons préparés, sont rapportés dans le tableau suivant
(tableau 03) :

Tableau 03: Résultats d’extraction des alcaloides totaux de la plante Thapsia garganica.

] Masse initiale des Concentration d’acide Masse des alcaloides
Echantillon ) ] ]
échantillons brute (g) sulfurique Totaux (g)
Ech N°1 5 5% 0.0049
Ech N°2 5 15% 0.01148
Ech N°3 5 25% 0.01214
Ech N°4 5 35% 0.01341

Aprés la détermination de la masse des alcaloides totaux pour les quatre échantillons, nous

avons tracés la courbe : M=f(V)=d(M)/f(P) selon la figure 17.
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Figure 17 : Masse des alcaloides totaux en fonction de la concentration de S-SA.
Dans ce graphe en voie que la quatrieme Echantillon, a une grande quantité d’alcaloides.

Dans ce graphe en voie claire que le quatrieme Echantillon, renferme la grande quantité
d’alcaloides. L’analyse des résultats indiqués dans la figure -17 montre que la concentration
de 35% est la concentration idéale pour avoir un maximum d’extraction des alcaloides totaux

dans les échantillons.
IV.2.Dosage indirect des alcaloides totaux dans les échantillons a préparé:

Les résultats experimentaux du dosage indirect des échantillons étudiés de la plante Thapsia

garganica sont rapportés dans le tableau suivant:

Tableau 04 : Résultats du dosage indirect des alcaloides totaux.

) Masse des Volume du (NaOH) | Nombre de Mole | Taux d’extraction
Echantillons )
échantillons (g) (ml) d’acide H2SO4 (Q) (%)
Ech N°1 5 11.5 0.0575 42
Ech N°2 5 5.6 0.0280 72
Ech N°3 5 5.3 0.0265 73,5
Ech N°4 5 4.9 0.0245 75,5
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Apres la détermination du nombre de mole de I’acide sulfurique H2SO4en exces et le volume
d’équivalent V(eq)de la base, nous avons traces la courbe :N= f(\V)=d(n)/d(V) figure 18.

Diagramme du dosage des échantillons
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0
11.5 5.6 5.3 4.9
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nombre de mole d'acide sulfirique

Figure 18: Diagramme du dosage indirect des échantillons.

Les résultats du dosage indirect des alcaloides, montrent que le volume le moins élevé du
réactif titrant (NaOH), a été aussi trouvé pour le quatriéme échantillon (figure -18). D’aprés
ces résultats, il est clair que de confirmer que la concentration de 35 % du support solide est

la quantité optimale pour avoir une quantité élevée des alcaloides totaux dans 1’échantillon.
IVV.3.Test phytochimique de la présence des alcaloides:

L’identification de la présence des alcaloides dans les extraits de méthanol a été réalisée par
I’ajout des réactifs de Mayer et de Bouchardat en présence d’un échantillon témoin. Les

résultats confirment leurs présences dans nous échantillons (Figure-19).
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Figure-19 :Test Mayer et Bouchardat des extraits d’alcaloides totaux.

> En présence du réactif de Mayer, il se forme un précipité jaunatre explique le résultat
positif de ce test.
> En présence du réactif de Bouchardat, il se forme un précipité Brun explique le

résultat positif de ce test.

IV.3.1.Test de la présence des alcaloides phenolique :

Les resultats colorimétriques en utilisant une solution de chlorure de ferre montrent que la
plante Thapsia garganica contient des alcaloides phénolique. Les résultats sont présentes dans

les photos de (Figure-20)

Figure-20 : Tests de la présence des alcaloides phénolique (Bouziane Tarek 2023)
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Les résultats de la détection des alcaloides phénoliques en utilisant une solution de
chlorure de fer indiquent que la thapsia garganica contient des alcaloides phénoliques, comme

le montre la photo de la figure-20.
1V.3.1.1. Résultats :

Dans le premier et deuxiéme tube : aucun résultat qui signifie I’absence des alcaloides

phenolique.

Dans le troisieme tube : il se forme une petite coloration de précipité Mauve qui confirme la

présence des alcaloides phénolique.

Dans le quatrieme tube : il se forme aussi un précipité Mauve plus intense confirme la

présence des alcaloides phénoliques.

Les résultats obtenus, confirment aussi que les alcaloides sont plus abondent dans le

quatriéme échantillon ou la concentration est de 35%.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif essentiel de notre travail de mémoire de fin d’étude, réalisé au laboratoire de
chimie de la Faculté des Sciences et de la Technologie, concerne principalement I’extraction
et le dosage des alcaloides totaux dans les échantillons de la plante médicinale Thapsia
garganica, par I’utilisation d’un support solide de caractére acide, a savoir le silica sulfurique

(SSA) dans déférentes concentrations (X).

Les résultats d’extraction et du dosage des alcaloides totaux réalises sur les quatre
échantillons, montrent que la quantité la plus élevée des alcaloides totaux a été trouvée dans le

quatriéme échantillon qui correspond a une concentration de 35%.

Les analyses phytochimiques en utilisant certain réactifs spécifiques des extraits purifiés, ont

mis en évidence la présence des alcaloides et les alcaloides phénoliques.

Les résultats obtenus restent insuffisants et ne constitue qu’une premiére €tape dans la

recherche d’autres substances d’intérét biologique.
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