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RESUME

Au cours de ce travail, on a procédé a l'extraction de substances
bioactives des fruits du Sapindus mukorossi puis a la caractérisation de ces

substances par les méthodes chimiques et physiques (IR, CPG, GC-MS,RMN).
Les extraits obtenus ont été utilisés comme biopesticides.

Ces extraits, riches en saponines, se sont révélés efficaces en tant que
biomolluscicides contre les mollusques phytophages et vecteurs de la

Bilharziose.

L’essai de ces extraits comme bioinsecticides contre les pucerons des

agrumes et les psylles des oliviers était fructueux et prometteur.

Mots clés : Sapindus mukorossi , bioinsecticide, biomolluscicide ,saponines



ABSTRACT

In this study; some bioactive substances were extracted from Sapindus
mukorossi soapnut by using different methods .the different extracts were
characterized qualitatively by chemical reactions and physical methods (IR,
MNR, GC-MS,CPG).

Then these extracted were tested as biopesticides. There application as

biomolluscicide was efficient.

The aim of present study was to evaluate molluscicidal activity of
Sapindus mukorossi soapnut against the snails to explore the full potential use

of these plants as molluscicides in future.

The goal of this work was to determine whether or not extracts containing
triterpenoid saponins can act synergistically as insecticidal components. The
crude methanolic and water extracts from the Sapindus mukorossi soap nut
were screened in vitro for possible insecticidal activity against citrus aphids and

the olive psyllid and they showed a good efficacy.

Key words: Sapindus mukorossi , bioinsecticide, biomolluscicide, saponins
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INTRODUCTION

Historiquement, les Hommes ont toujours puisé dans la nature de quoi se
nourrir, se vétir et se soigner. Les plantes produisent 70% de nos médicaments.
Déja environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiees a partir de

plantes.

D’une autre part, en une quinzaine d'années, la chimie verte a connu un
développement considérable a un niveau mondial et dans la plupart des
domaines de recherches afin d’atteindre un mode de développement qui vise a
répondre aux besoins actuels sans compromettre la capacité des générations

futures a répondre aux leurs. C’est donc un mode de développement :

« socialement souhaitable (Ethique)
o écologiquement durable

e économiquement viable

L’arbre Sapindus mukorossi est connu depuis des décennies par les
populations qui ont toujours utilisé ses fruits pour ses pouvoirs détergents trés
intéressants pour le lavage du linge et les soins corporels. Son fruit appelé
noix de lavage est trés abondant en Algérie et trés peu d’études y sont
rapportés dans la littérature. La saponine ; substance bioactive majoritaire dans
ce fruit est un tensioactif naturel a plusieurs propriétés et est utilisée par
plusieurs industries. Que ce soit en agriculture en tant qu'insecticide, en
médecine et en pharmacologie pour ses propriétés antibactériennes et anti-

inflammatoires.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de contribuer a valoriser la
ressource vegeétale pour la sauvegarder, de contribuer ainsi a son exploitation
dans le respect de la diversité des especes et de faire prendre conscience aux

populations des risques encourus du fait de la déforestation.
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La valorisation de cette espéce endémique a l'état brut se fait par
extraction de sa matiére bioactive par des méthodes classiques (décoction,
macération par différents solvants puis sa purification et le calcul de son

rendement.

La caractérisation de l'extrait par des méthodes d’analyse physico-
chimiques (détermination de CMC par la mesure de la turbidité), screening
chimique pour la détection des familles chimiques et spectroscopiques (FTIR,
CPG, GC-MS, SA) a confirmé les propriétés des saponines. Les applications a
des fins d’intéréts visant le secteur agricole ont porté sur l'utilisation de I'extrait

en tant que biopesticide :

e comme bioinsecticide contre les pucerons des agrumes et les psylles
des oliviers : L’extrait aqueux des fruits s’est révélé trés actif sur ces

insectes.

e comme biomolluscicide contre les escargots qui causent des dégats
agricoles et sont vecteurs de graves maladies : les bilharzioses ou
schistosomiases qui sont des maladies parasitaires humaines, connues
depuis l'antiquité, dues a la présence dans l'organisme de vers
trématodes. Ce parasite présente un cycle de vie faisant intervenir, a
c6té de 'homme, un mollusque ou escargot hote: I'extrait aqueux et
méthanolique ainsi que les saponines extraites ont une activité

molluscicide trés marquée contre les mollusques traités dans ce travail.
Notre recherche est structurée comme suit :

- une partie théorique dans laquelle sont présentées les notions
bibliographiques sur cette espéce végétale et sur les méthodes
d’extraction ainsi qu’une synthese bibliographique sur les applications déja

envisagées

- une partie expérimentale qui regroupe les aspects suivants :



14

e la caractérisation botanique de la matiére végétale par identification et
guantification de ses différents composés (alcaloides, polyphénols,
saponines ...)

e l'extraction de la matiere active par différentes techniques et la
caractérisation des substances extraites

¢ les protocoles d’application de ces produits dans les domaines cités ci-

dessus

Enfin, nous achevons cette recherche par une conclusion générale et
surtout par des recommandations et des perspectives a envisager pour la
continuité de cette étude afin d’exploiter au maximum les excellentes propriétés

de cette richesse naturelle.
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CHAPITRE 1

ASPECT BOTANIQUE ET CHIMIQUE DE LA PLANTE
SAPINDUS MUKOROSSI

1.1. Historique :

Le Sapindus figure parmi les végétaux introduits, en Algérie, par la
Pépiniere du Gouvernement colonial francais, un des plus intéressants est une
espéce du genre Sapindus importée en 1845 [1]. Cet arbre, qui provenait des
collections du Muséum, s’est rapidement développé et, en 1859, des jeunes
sujets étaient déja mis en vente sous le nom de Sapindus indicus. En 1867,
M.Hardy, dans une tres intéressante note a la Société d’Acclimatation, appelle
I'attention sur la fructification abondante des Sapindus élevés a la Pépiniere du
Gouvernement ou Jardin d’Essai. Ce Sapindus est d’origine japonaise. C’est le
Sapindus Mukorom |égerement modifié, ce qui justifie sa dénomination de
Sapindus nlilia appliquée a la forme fertile susceptible d’étre cultivée. Le fruit
est formé par une coque charnue, luisante, devenant coriace, gommeuse,

translucide par la dessiccation.[2]

1.2. Classification :

La famille des Sapindacées est une famille tropicale et subtropicale qui se

compose de 158 genres et 2230 espéces.[3]
Classification systématique :

Parmi les classifications basées essentiellement sur des critéres

morphologiques et anatomiques, celle de Cronquist est la plus utilisée. [4]
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/|

/ Nom botanique: Sapindus Mukorossi

Nom de la famille: Sapindacée

Regne: Plante

Sous régne: Tracheobionta (plante vasculaire)

Division: Magnoliophyta (Flowering plants)

Sous classe: Rosidée

Ordre: Sapmdales

Famille: Saplndacee (Soapberry family)

Tribu: Andropogonée

Genre: Sapindus (Soapberry)

espece: Sapindus Mukorossi (Chinese soapberry)

[ ]
/| ]
O ]
[ ]
[ ]
/ [Classe: Magnoliopsida (Dicotyledones) ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ J

Cependant, les apports récents de la biologie moléculaire, avec le
développement de la cladistigue moderne ou de la systématique moléculaire
basée sur 'analyse des séquences de genes, ont bouleversé les classifications
usuelles et ont donné naissance en 1998 a une nouvelle classification ordinale
des plantes a fleurs [APG, 1998]. La classification APG est la classification
scientifique des angiospermes la plus récente établie selon les travaux d’un
groupe de chercheurs : the Angiosperm Phylogeny Group reflete d'un

consensus sur les connaissances acquises.[5]
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les relations phylogénétiques entre les familles dans le

sapindales impliguées des marqueurs de plastide. Les

nombres au-dessus des branches sont des probabilités

postérieures bayésiennes.[6]

1.3. Description :

Tous les Sapindus sont des arbres a savon. Les
deux espéces principales fournissant les Noisettes de
lavage sont asiatiques (Inde et Népal principalement):

le Sapindus mukorossi (grosses Noisettes) et le

Sapindus trifoliatus (petites Noisettes).[7]

C'est un petit arbre au tronc court, dépassant

rarement une douzaine de meétres de hauteur.

Les arbres donnent leurs premieres Noisettes

PRI
au bout de 5 a 10 ans et la récolte s'étale ensuite annuellement sur 75 ans. Elle

se fait en septembre/octobre. En général, 100 a 1500 kg de Noisettes par arbre

par an.[8]


http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A8tre
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Les feuilles, sont alternes et de forme arrondie,
elles sont constituées de tiges de 15 a 40 cm et dotées
de 14 a 30 folioles : et la foliole terminale est souvent
absente. Le feuillage est persistant dans les pays
d’origine mais, on a observé que dans notre pays cette

arbre perd ses feuilles dans les périodes froides donc,

on a conclue que le feuillage est caduque.
o
TP
c,/; _&\ {

Ses fleurs, qui apparaissent a la fin du printemps,
forment de larges panicules d'une quinzaine de
centimetres de diametre composées de petites fleurs de

couleur creme.

Ses fruits, mirs en automne, sont réunis en
grappes de drupes translucides de 1 a 2 cm de
diamétre et dotés d'une fine peau, de couleur jaune-
orangé au début, puis jaune-marronné de plus en
plus foncée en mdrissant, et contiennent de 1 a 3

graines.

Les plus gros fruits pésent 6 a 7 grammes, les
plus petits pésent 2 a 5 grammes. La graine est noire
lisse, sphérique, elle représente, a peu pres, le tiers
du poids total du fruit, sous une enveloppe solide, se

trouve un gros embryon huileux. [9]

1.4. Chimie du fruit :

Les fruits du Sapindus sont riches en saponines ; un détergent naturel
antibactérien qui protege le noyau. Contrairement aux idées recgues, c'est le
noyau qui est toxique et non la saponine du Sapindus mukorossi. Selon le type
de sapindus, les fruits peuvent étrep%8 toxiques en cas d'ingestion, et peuvent

provoquer des réactions allergiques comme l'urticaire chez certaines personnes


http://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Panicule
http://fr.wikipedia.org/wiki/Diam%C3%A8tre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Grappe
http://fr.wikipedia.org/wiki/Drupe
http://fr.wikipedia.org/wiki/Graine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Saponine
http://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9tergent
http://fr.wikipedia.org/wiki/Toxicologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Allergie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Urticaire
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en cas de contact avec la peau. Le Sapindus mukorossi, ou l'arbre a savon, qui

pousse en Inde et plus particulierement dans les contreforts de I'Himalaya, est

utilisé comme détergent par les Indiens. Le Sapindus mukorossi n'est pas

toxique et est utilisé en médecine ayurvédique pour guérir les maladies de la

peau. 1]

Tableau 1.1 : les composés isolés du genre Sapindus [10]

Nom des
espéces

La partie
utilisée de
la plante

Constituants chimiques

S.
mukorossi

L’écorce de
fruit

Hederagenin[1]; platycodigenin [2]; saikogenin [3]; oleanolic acid [4]

péricarpes

Hederagenin3-0-o-L-arabmopyranosyl{1—3)-a-L-thamnopyranoside [5], Hederagenin3-O-o-L-
arabinopyranosyl(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl(1—2)-p-D-xylopyranoside [6];

fruits

hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(2—1)-¢-L-rhamnopyranosyl(3—1)-p-D-
xylopyranosyl(4— 1)glucopyranoside [7];

péricarpes

hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(2— 1)-u-L-rhamnopyranosyl(3—1)-p-D-
xylopyranosyl(4—1)glucopyranosyl[(2—1)gluco-pyranoside] (5— 1 )rhamnopyranoside [8];

fruits

hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(2—1)-¢-L-rhamnopyranosyl(3—1)-f-D-xylopyranosyl 28-
arabinopyranosyl(2—1)-a-L-rhamno-

pyranosyl(3— 1)xylopyranosyl(4—1)glucopyranosyl[(6— 1 rthamnopyranosyl](2— 1 )glucopyranoside
9%

Fruits et
galles

stigmasterol {10],

écorces

hederagenin3-0-g-L-arabinopyranosyl(1—3)-¢-L-rhamnopyranosyl(1—2)-a-L -arabinopyranoside,28-
di-O-glycoside [11]; hederagenin3-O-a-L-arabinopyranosyl(1—3 )-a-L-rhamnopyranosyl(1—2)--D-
xylopyranosyl,28-di-O-glycoside (12}, hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl(1—2)-a-L-arabinofuranosyl,28-di-O-glycosides  [13}]; hederagenin3-0)-g-L-
arabinopyranosyl(1—3)-a-L-thamnopyranosyl 28-di-O-glycoside [14]

péricarpes

hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(1— 3)-a-L-rthamnopyranosyl(1—2)-a-L-arabinopyranoside [15];
hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl( 1—2)-u-L-arabinofuranosyl  [16];
hederagenin3-0-a-L-arabinopyranosyl( 1— 3)-a-L-rhamnopyranosyl(1—2)-f-D-xylopyranosyl4-acetyl
[17], Hederagenin3-03 4-di-0-acetyl-§-D-xylopyranosyl)-(1—3)-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranoside [18]; Hederagenin,28-di-U-glycosides [19]

Péricarpes

1-0-g-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-| a-L.-thamnopyranosyl-(1—3)]-B-D-glucopyranoside-12-0-o-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)B-D-glucopyranoside [20], hederagenin]2-0-o-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-
glucopyranoside-1-0-g-rhamnopyranosyl-{1—2)-[ a-rhamnopyranosyl{1—3)}-p-glucopyranoside [21];
hederagenin1,12-bisglycoside-O-o-L Thamnopyranosyl-(1—2 )-[a-L-thamnopyranosyl-(1—3)]-B-D-
glucopyranoside ~ [22]; hederagenin  1,12-bisglycoside-0-g-tThamnopyranosyl-(1-2)-[a-
rhamnopyranosyl<(1—3)]-p-glucopyranoside (23], 1-0-g-L-thamnopyranosyl-(1-2)-[a-
rhamnopyranosyl-(1—3)]-B-D-glucopyranoside-12-hydroxy-all-trans-farnesol [24); 1-0-0-
rhamnopyranosyl-(1—2)-[ a-thamnopyranosyl-{1—3)] -p-glucopyranoside-12-hydroxyfarnesol [25]; 12-
hydroxy-all-trans-farnesol [26]; 1-hydroxylinalool [27], GoshonosideF1 [28], 8-hydroxygeraniol [29];
{Fglucosidegeraniol [30]; 11(S)(E,E)-2,6-dodecadiene-3,7,1 1 -trimethyl-1,12-diol [31]

Fruits

3-0-{a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-(3— 1 )-a-L-rhamnopyranosyl } -hederagenin
[32}; 3-0-{p-D-xylopyranosyl-{ 1—2)-o-L-arabinopyranosyl-(3—1)-a-L-
rhamnopyranosyl} hederagenin[33]
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Fruits

Eupha 7,24 -dien-3-tetradecanoate[34], eupha 7,24-dien-3-pentadecanoate [33]; eupha 7,24-dien-3-
hexadecanoate [36]; eupha,7,24-dien-3-heptadecanoate [37]; eupha,7.24-dien-3-nenadecanoate [38];
eupha,7,24-dien-3-heneicosancate [39];

Péricarpes

|
11(8)-2,6(E E)-dodecadiene-3,7,1 1 trimethyl-1,12-diol-1,12-bis-O-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-[ a-L-
rhamnopyranosyl{ 1—3)]-6-O-acetyl-f-D-glucopyranoside [40]

Péricarpes

Hederagenin3-0-(2 4-O-Di-acetyl-a-L-arabinopyranoside)-(1—3)-¢-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-¢-L-
arabinopyranoside [41}; Hederagenin3-0-(3,4-0-Di-acetyl-g-L -arabmopyranoside<1—3)-q-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-g-L-arabinopyranoside [42]; Hederagenin3-0-g-L-Arabinopyranoside [43]

Galles

3p,7p,20(8),22tetrahydroxydammar-24-ene-3-0)-u-L-rhamnopyranosyl< 1—2 )-f-D-glucopyranoside
[44], 3p,7B,20(8),22,23-pentahydroxydammar-24-ene-3-0-a-L -thamnopyranosyl-(1—2)-f-D-
glucopyraneside [43]; 3p,7§3.20(8),22,25-pentahydroxydammar-2 3-ene-3-O-o-L thamnopyranosyl-
(1-2)-p-D-glucopyranoside [46]; 25-methoxy-3,7p,20(S),22-tetrahydroxydammar-2 3-ene-3-0-g-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranoside [47]; 25-methoxy-3p,7p,20(R Hrihydroxydammar-23-
ene-3-0-g-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-glucopyranoside [48]; 4-Allyl-2-methoxyphenyl-6-0-q-L-

arabinopyranosyl-(1—6)-p-D-gluicopyranoside [50]

Feuilles

4-Allyl-2-methoxyphenyl-3-0-g-L-thamnopyranosyl-( 1—6)-f-D-glucopyranoside [49],

Racines

3-0-g-L-arabinopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosy!~1—2)-[u-Larabinopyranosyl-(1—3)]-p-D-
glucopyranosyl-21,23R-epoxyl tirucalla-7,24-diene-2 1 -ethoxy-3p—ol [51]; 3-0- p-D-xylopyranosyl-
(1—3)-e-L-rhamnopyranosyl-
(1-2){p-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-p-D-glucopyranosyl-21,23R-epoxyl tirucalla-7,24-diene-21 -
ethoxy-3p-ol [52]; 3-O-p-D-xylopyranosyl-(1—3}-a-L-rhamnopyranosyl{1—-2 )} a-L-
arabinopyranosyl-(1—3)]-p-D-glucopyranosyl-21,23R-epoxyl tirucall-a-7,24-diene-2 1 p-methoxy-3 -0l
[53}; 3-0-u-L-arabinopyranosyl-(1—3)-u-L-thamnopyranosyl-(1—2)-{e-Lrhamnopyranosyl-(1—3)]-p-
D-glucopyranosyl-21,23R-epoxyl tirucalla-7,24-diene-2 1 p-ethoxy-3 ol [54]; 3-0-a-
Larabinopyranosyl-(1—3)-u-L-rhamnopyranosyl 1 —2)-[ u-L-rhamnopyranosyl-(1—3)]-p-D-
glucopyranosyl-21,23R-epoxyltirucalla-7,24-diene-2 1 f-methoxy-3f-ol [35]. 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-=6)-p-D-glucopyranosyl-21,23R-epoxyl tirucalla-7.24-diene-2 | p-ethoxyl-3f-ol [56]

Fruits et
Galles

hederagenin-3-O-3-0-acetyl-u-L-arabinopyranosyl)<(1-3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-
Larabinopyranoside [57}; hederagenin-3-U-(4-O-acetyl-o-L-arabinopyranosyl)-(1—3)-u-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabino-pyranoside [58); hederagenin-3-0<2,3-O-diacetyl-p-D-
xylopyranosyl)-(1—3)-¢-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranoside [59]; hederagenin-3-O-
(2,4-0-diacetyl-p-D-xylopyranosyl)-(1— 3 )-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2 )-a-L-arabinopyranoside [60];
hederagenin3,? 20(S)-trihydroxydammar-24-ene-3-0-u-L-rthamnopyranosyl<1—2)-p-D-
glucopyranoside [61]; 3,7,20(R)-trihydroxydammar-24-ene-3-0-q-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-
glucopyranoside [62]

Galles

21 p-methoxy-38.21(5),23(R)-epoxytirucalla-7 24-diene-3-O-a -L-thamnopyranosyl-(1—6)-§-D-
glucopyranoside [63]; 21a-methoxy-38,21(R),23{R)-epoxytirucalla-7,24-diene-3-0-a -L-
rhamnopyranosyl-{1—6)-8-D-glucopyranoside [64]; 21 a -methoxy-3521-(R),23(R)-epoxytirucalla-
7,24-diene-3-0-¢-L-thamnopyranosyl- 1 —2)-g-D-glucopyranoside [65]; 21 8-methoxy-321(5),23(R)-
epoxytirucalla-7,24-diene-3-0-a -L-dirhamnopyranosyl-(1—2 6)-8-D-glucopyranoside [66]; 21 ¢-
methoxy-34,21(R),23(R)-epoxytinicalla-7,24-diene-3-0)-a-L -dirhamnopyranosyl(1—2,6)--D-
glucopyranoside [67)

Racines

3-0-g-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[ u-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-p-D-glucopyranosyl (21,23R }-epoxyl
tirucalla-7,24-diene<(2 15 )-ethoxyl-3p-ol [68]; 3-0-a-L-rthamnopyranosyl~(1—2)-[ a-L-arabinopyranosyl-
(1-3)]-B-D-glucopyranosyl (21.23R)-epoxyl tirucall-7, 24-diene-(218)-methoxyl-3p-ol [69]

Galles

21-a-methoxy-3p,2 1(R),23(8 )-epoxytirucall-7,24 diene-3-O-f-D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-
glucopyranoside [70]; 21 ¢-methoxy-3p,21(R),23(8)-epoxytirucall-7,24-diene-3-0-¢-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranoside [ 71]

S.

delavayi

Péricarpes

Oleanolic acid3-0-g-L-arabinopyranosyl- 1—3)-u-L-rhamnopyranosyl-( 1—2)-g-L-arabinopyranoside
[72]; monodesmoside [73]; oleanolic acid3-O-B-D-xylopyranosyl{1—3)-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-
u-L-arabinopyranoside [74]; 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—3)-o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranoside-3-acetyl [75]; 3-O-u-L-arabinopyranosy}(1—3)-¢-L-rhamnopyranosyl(1—2)-p-D-
arabinopyranosyl-3,5-acetyl [ 76];
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Péricarpes

1-0-a-thamnopyranosyl-(1—2 )-{e-thamnopyranosyl-(1—3)]-p-glucopyranoside-12-hydroxyfarnesol
[77); 1-O-e-rhamnopyranosyl-{1—2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-fi-glucopyranoside-12-
hydroxyfarnesol [78]; 1,12-0-bisglycoside-a-rhamnopyranosyl-(1—3)-[ a-thamnopyranosyl-(1—2)]-a-
arabinopyranosyl-(1—3)-[o-rhamnopyranosyl-(1—2)] [79]; 1,12-0-bisglycoside-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-3 [ a-L-thamnopyranosyl-(1—2)]-u-L-arabinopyranosyl-{1—3)-[a-L-rhamnopyranosyl {1 —2)]
[80}); 1,12-0O-bisglycoside-o-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-{a-L-rhamnopyranosyl{(1—2)}-a-L-
arabmopyranosyl-(1—3)-[ o-L-thamnopyranosyl-(1—2)] [81];

S.

saponaria

Ecorce de
fruits

3-f-O- a-Lrhamnopyranosyl-(1—3)-p-D-glycopyranosyl}-hederagenin [82]

3-0-{4-acetyl--D-xylopyranosyl-(1-3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-a-L-arabnopyranosyl } -hederagenin
[17}; 3-0-{a-L-arabinopyranesyl-(1-3)-g-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-a-L -arabnopyranosyl} -hederagenin
[15]; 3-O-{p-D-xylopyranosyl-(1-3)-a-L-rthamnopyranosyl{1-2 )-u-L -arabnopyranosyl} -hederagenin
I61;

S.

emarginatus

péricarpes

hederagenin 3 -0-go-L-arabinopyranoside [83]; hederagenin3-0-(2-0-acetyl-p-D-xylopiranosyl)-(1—3)-
o-L-thamnopyranosyl-1—2)-a-L-arabinopyranoside [84}; 23-O-acetyl-hederagenin3-O~4-U-acetyl--
D-xylopyranosyl)-(1—3)-o-Lrhamnopyranosyl-(1—2)-a-L -arabinopyranoside [85]; oleancic acid 3-0-
(4-0-acetyl-p-D-xylopyranosyl)< 1 —3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L -arabinopyranoside) [86]

Fruits

hederagenin-3-0-f~D-galactopyranosyl1—2)-p-D—glucopyranosyl [87]; hederagenin-3—O-p-D-
glucuronopyranosyl—(1—2)-p-D-galactopyranoside [88]

Péricarpes

3-0-{p-D-xylopyranosyl1—3)-o-L-rhamnopyranosyl (1—2)-a-L-arabinopyranosyl} hederagenin [6];
3-0-{e-L- arabinopyranosyl (1—3)-e-L-rhamnopyranosyl{ | —2 }-e-L-arabmopyranosyl} {15]; -
sitosterol [891].

S.

trifoliatus

Péricarpes

1,12-bis-O-p-D-xylopyranosyl(1—3)-[a-L-thamnopyranosyl(1—2)]-p-D-glucopyranoside [90]; 15-
hydroxytarnesol [95]; 15-O-B-xylopyranosyl(1—3)-[ a-thamnopyranosyl(1—2)]-p~glucopyranoside
tarnesol [92]; 15-O-p-xylopyranosyl(1— 3)-[u-Thamnopyranosyl(1—2)]-p—glucopyranoside-15-
hydroxytarnesol [93], Sesquiterpene oligoglycoside [94]
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CHAPITRE 2

EXTRACTION SOLIDE-LIQUIDE DE SUBSTANCES BIOACTIVES DE LA
MATIERE VEGETALE

2.1. Extraction solide-liquide :

L’extraction solide-liquide est l'opération fondamentale qui a pour but
d’extraire, de séparer, de dissoudre soit par immersion soit par percolation d’un
liquide, un ou plusieurs composants (liquide ou solide) mélangés a un solide.
C’est une opération de transfert ou d’échange de matiére entre une phase
solide, qui contient la matiere a extraire et une phase liquide: le solvant

d’extraction. [11]

Cette opération est utilisée dans la préparation de produits alimentaires,
pharmaceutiques, drogues, teintures ou parfums ou elle prend des différentes
dénominations. De la percolation a I'infusion en passant par la macération ou la
décoction, chaque terme évoque une mise en ceuvre domestique d’'un procédé
d’extraction solide-liquide, dont le solvant est généralement de lI'eau ou de
I'alcool. [12]

Pour une bonne extraction, il ne suffit pas de prendre en considération la
solubilité du soluté désiré ou non désiré. L’extraction solide-liquide a partir de la
matrice végétale est une opération unitaire complexe en raison de la nature
méme du substrat. Les résistances au transfert de matiére dues a la structure
végétale et la localisation des composés recherchés peuvent étre

déterminantes. [13]

La complexité de la structure et la variabilit¢ (avec les saisons, les
récoltes,...) de la matiére végétale ainsi que la variété des composeés a extraire
(différents poids moléculaires, polarité, lien avec la structure,...) ont conduit a

I'apparition d’une grande variété de technologies d’extraction. [12]
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Le transfert de matiere se réalise entre deux phases hétérogenes et la

vitesse apparente d’extraction dépend de plusieurs phénoménes :

pénétration du solvant dans la matrice solide
libération du soluté dans le solvant
diffusion de la solution enrichie vers I'extérieur de la particule

transfert de la solution enrichie dans tout I'environnement [11].

2.1.1. Les facteurs influencant I'extraction :

Les phénoménes de transfert de soluté dans le solide, en I'occurrence la

matiere végétale, sont affectés par plusieurs facteurs caractérisant la matiere

solide, le soluté et le solvant, ainsi que par les conditions opératoires [14].

Influence du solide : le solide a une double influence sur le transfert de

matiére, 'une par sa taille, 'autre par sa structure.

Influence du soluté : le soluté a extraire influence la diffusion de par sa

structure moléculaire, sa taille, sa localisation, sa répartition et ses
liaisons dans la matiére végétale avec d’autres composés.

Influence du solvant : les solvants souvent utilisés sont: I'eau, les

alcools (méthanol, éthanol), les hydrocarbures (hexane) et le CO;

supercritique. [14]

Le choix du solvant se fait selon plusieurs critéres [15] :

la solubilité des composants spécifiques dans le solvant.

la régénération du solvant si celui-ci doit étre réemployé. Il ne doit pas
former d’azéotrope avec un des composés qu'il solubilise et sa chaleur
latente doit étre faible.

la tension interfaciale et la viscosité, car le solvant doit correctement
mouiller la matrice solide.

idéalement il doit étre non toxique, stable, non réactif, non inflammable,

inoffensif pour I'environnement et peu colteux.(Appendice A)

° Influence de la température : I'élévation de la température augmente la

solubilité et la diffusivité de la solution et réduit sa viscosité. Mais elle

augmente aussi la perméabilité des parois cellulaires et donc diminue la
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sélectivité comme elle peut dégrader certaines structures thermostables.
[16]

o Influence de l'agitation : une agitation mécanique des particules dans le

solvant permet le maintien en suspension de celles-ci et
’homogénéisation du milieu. Elle a donc une grande influence sur le

transfert de matiére a l'interface solide-liquide. [12]

o Influence de I'humidité : en regle générale, les matieres végétales sont

séchées pour faciliter leur conditionnement et surtout leur stockage. Un
surplus d’humidité peut donc détériorer le substrat. De plus, lors de
I'utilisation des solvants hydrophobes, la diffusivité est inversement
proportionnelle a la teneur en eau du solide [11].

2.1.2. La cinétique d’extraction :

Le transfert de soluté du solide vers le liquide se produit grace a la
convection, la diffusion moléculaire et la diffusion par mélange. Lors de la

percolation, la diffusion moléculaire dans le solide est I'étape limitante.

Certains facteurs influent sur la cinétique d’extraction tels que :
— lataille et la forme des particules ;

— ladistribution de tailles ;

— le gonflement de la matiére ;

— etle changement de structure de la matiére. [11]

2.1.3. Evaluation du potentiel extractible :

En extraction solide-liquide, une des principales questions réside dans la
détermination de la teneur initiale de la matrice végétale en soluté, appelée
aussi le potentiel plante. Cette donnée est essentielle si 'on veut établir des
bilans matieres, parler d’efficacité (rendement du procédé) ou comparer des
résultats issus d’essais sur différents lots de plante. Car la matiére végétale est
une matiere évolutive dont la teneur en solutés ne peut étre garantie a un
instant donné que pour un lot déterminé. Le potentiel plante varie selon I'origine

de la plante, les conditions de culture et de stockage. [17]
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2.2. Extraction solide-liguide des métabolites secondaires d’origine végétale :

L’extraction du métabolite secondaire végétal peut se réaliser par trois
techniques différentes utilisant soit des solvants, soit de la vapeur, soit des
fluides supercritiques [18]. Chacune a ses avantages et ses inconvénients. Le
co(t total est étroitement lié a la technologie nécessaire pour atteindre en toute
sécurité la température et la pression exigées par la méthode choisie. C’est
pourquoi I'extraction par solvant est souvent préférée par rapport aux autres
techniques. Pour le substrat végétal : est une matiére «vivante», donc évolutive.
La qualité des plantes varie selon les origines géographiques, les saisons, le
conditionnement et le stockage. Le choix du solvant est primordial pour obtenir
une bonne extraction des molécules visées tout en respectant des contraintes
de sécurité et de colt économique. Le choix de I'équipement va conditionner le
procédé mis en ceuvre (fonctionnement continu ou discontinu, taille des lots,
mode de contact solide-liquide), et la nature des opérations connexes
(filtration).[11]

%‘ Phénomenes de transport I

Viscosité,
Densité, Taille
Extracteur s iz
Distribution Matieres Procédé
Caractéristiques du temps . 4
aracteristi N Caractéristiques Reéponse du
géométriques et de séjour chimiaues et —> systéme,
physiques et nimiques Rend t
3 o physico-chimiques endement,
paramétre opératoire _
Energie
Cinétique, consommeée
Diffusion,
Saturation ’T
> Phénomenes de transfert I

Figure 2.1 : Couplage entre les différents phénomeénes lors de I'extraction
solide-liquide [12]

2.2.1. Extraction des saponines et des sapogenines:

L’intérét commercial prépondérant des saponines, leur extraction, leurs

applications et la mise en évidence de leurs bienfaits sur la santé ont conduit
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au développement de leur production a partir des sources naturelles a une

échelle commerciale.

La premiere étape dans la fabrication de saponines implique leur
extraction a partir de la matrice de la plante, et comme dans tout processus
d’extraction le solvant d’extraction, les conditions d’extraction (comme la
température, le temps, le pH, la quantité de solvant) et les propriétés de la
matiere (la composition et la taille des particules) sont les facteurs majeurs qui

déterminent I'efficacité et les propriétés du produit fini.

Sauf en cas d'exceptions, les saponines ne peuvent étre isolées d'une
matrice végétale en une seule étape. Retrouvées freguemment sous formes de
mélanges complexes, plusieurs séparations sur différents supports solides
doivent étre effectuées pour parvenir au résultat escompté. Leur forte polarité,
leur masse moléculaire élevée et les différences structurales minimes entre
constituants d'un méme extrait font qu'il est souvent long et difficile d'obtenir
une saponine sous une forme pure et intacte. De plus, ces molécules se
cristallisent tres mal en raison de leurs propriétés hygroscopiques, et aussi par
le fait méme qu’elles donnent rarement des points de fusion nets et sans

décomposition.[19]

Les conditions favorisant le rendement d’extraction peuvent diminuer la
sélectivité et la pureté des saponines ce qui implique d’autres étapes de

purification. [20]

2.2.1.1. Le prétraitement de I'’échantillon :

Les étapes de prétraitement sont entreprises afin d’accroitre I'efficacité de
I'extraction. Elles incluent : le séchage, la réduction de la taille des particules et
la delipidation (en utilisant un solvant lipophilique comme I'acétate d’éthyle,
'éther de pétrole ou I'hexane). La délipidation peut étre effectuée apres
I'extraction des saponines. La réduction de la taille des particules (par broyage)
est souvent effectuée pour améliorer I'efficacité de transfert de masse lors de
I'extraction. La distribution qualitative et quantitative variable des saponines
dans la plante permet a en sélectionner des parties a utiliser comme matiére

premiere. L’efficacité de séparation est améliorée par l'utilisation des parties de
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la plante avec une concentration en saponines la plus élevée, la sélection de la
matiere premiére permet aussi de surmonter les problémes posés par la

présence d’autres composés (comme I'amidon et les flavonoides).[20]

2.2.1.2. L'extraction des saponines par solvant :

A premiére vue, et en raison de la bonne solubilit¢ de la plupart des
saponines dans l'eau [31], il sera juste de penser qu'une macération ou un
chauffage a reflux a l'aide de ce solvant polaire permettrait leur extraction.
Cependant, la lyophilisation subséquente de I'extrait peut entrainer I'hydrolyse
des bidesmosides. Par conséquent, l'extraction des saponines se fait
habituellement a l'aide d'alcools comme le méthanol ou I'éthanol a différentes

concentrations dans l'eau. [21]

2.2.1.2.1. Le solvant d’extraction :

L’eau, les alcools (méthanol et éthanol) ou les mélanges (eau + alcool)
sont largement utilisés pour l'extraction des saponines de la matrice des

plantes.

D’autres solvants sont investigués dans [I'extraction des saponines
incluant les solutions aqueuses de surfactants, les solutions alcooliques de
surfactants et la glycérine. L’addition de 'ammoniaque aux solvants d’extraction

de I'acide glycyrrhique a augmenté le rendement. [20]

Tableau 2.1: les solvants spécifiques utilisés dans I'extraction de certains

composés [22]

le chloroforme ou ] ]
solvants _ i 'acétate d’éthyle n-butanol
le dichlorométhane
I'extraction des I'extraction des I'extraction
) aglycones aglycones de polarité d’hétérosides
Composes , i ,
_ apolaires moyenne polyglycosylés et aussi
extraits i ) i o
méthoxylés et peu polyhydroxylés et les hétérosides de type
hydroxylés monoglycosylés C-glycosylés

Le CO, supercritique peut étre une alternative aux solvants organiques

avec quelques avantages(la durée d’extractions plus courte, une sélectivité
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élevée et une facilit¢ d’éliminer le solvant aprés [I'extraction par simple
décompression) mais I'application de la technologie du CO, supercritique aux
solutés polaires comme les composés polyphénoliques et gluconiques est
limitée par le faible pouvoir de solvatation du CO, supercritique pour ces
composés , ce qui conduit a I'addition des co-solvants. Or ['utilisation de ces
derniers fait perdre a cette technologie son avantage majeur qui est la facilité

d’éliminer le solvant.

Tableau 2.2 : Les co-solvants utilisés dans I'extraction des saponines par le

CO; supercritique : [20]

Source de saponine Co-solvant
Ginseng ginsensides Ethanol
Saikosaponines Méthanol
Licorice (acide glycyrrhizique) Méthanol aqueux

o [Effets du solvant sur le rendement d’extraction : Le choix du solvant pour

une application particuliéere doit se baser sur l'effet du solvant sur le
rendement, la pureté des saponines et la composition des mélanges de
saponines. Le rendement de saponines obtenues par extraction avec
I'alcool aqueux (40-80%) avec la Quinoa est plus élevé que celui obtenu
par extraction avec I'eau ou l'alcool pur. L’extraction assistée par les
ultrasons et par Soxhlet de Ginseng utilisant le n-butanol saturé avec de
'eau donne un rendement plus élevé que celui du méthanol pur ou a
10%.

e Effets du solvant sur la composition des saponines et les propriétés des

extraits : I'extraction par solvant affecte aussi la composition de I'extrait
en saponines et les propriétés physicochimiques comme : la taille, la
distribution de taille, la morphologie des particules, les isothermes de
sorption, les densités, les propriétés de I'écoulement et les profils de
compaction qui sont de grande importance dans les applications
pharmaceutiques.[20]

o Effets de la température: la température peut affecter le rendement et la

composition.
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o Effet du quotient du solvant : effet du quotient (poids du solide en

gramme/ volume du solvant en mL) peut affecter le rendement et dépend

de la source des saponines et de la méthode d’extraction.[20]

Tableau 2.3 :L’effet du quotient du solvant sur le rendement en saponines

méthode source guotient %
: . i 15 1.88%
Micro-onde Acide glycerrhizique 120 > 5804
Saponine de quinoa 1:10-50 optimal
1:20 4.31
Micro-onde ginseng 1:10 4.33
15 4.07

2.2.1.2.2. Les méthodes d’extraction par solvant:

Notamment en théorie, il existe différentes méthodes d’extraction des
métabolites secondaires. L'une de ces méthodes est adoptée par notre

laboratoire. Les étapes essentielles sont :

- La macération : une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel
végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes
actifs. C’est une extraction qui se fait a température ambiante.

- Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de

polarité croissante. [23]
Les autres méthodes sont :

- Lalixiviation ;

- Extraction par chauffage a reflux ;
- La percolation ;

- Macération ;

- La Décoction ;

- L’Infusion ;

- La Digestion (leaching) ;

- L’élution.
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2.2.1.3. Purification des saponines :

La méthode commune pour une purification préliminaire des saponines

apres I'étape de I'extraction est la partition des saponines entre I'extrait aqueux

et le n-butanol, comme elles sont purifiées par précipitation, par adsorption, par

ultrafiltration et par chromatographie [20]

2.3. Quelgues méthodes d’extraction décrites dans la littérature :

a)

b)

La méthode élaborée par Applebaum et al. (1969) :

Les saponines sont extraites selon la méthode élaborée par Applebaum et
al. (1969) et Iégérement modifiée. Le broyat du fruit de C. frutescens a été
délipidé durant deux heures par du n-hexane. Apres I'élimination de la
phase organique, le précipité obtenu a été macéré dans I'éthanol absolu
sous agitation magnétique a la température ambiante pendant 24 heures.
La phase éthanolique a été évaporée a sec sous vide a 40 °C par le
rotavapor. Le résidu sec a été extrait trois fois par un mélange eau
distillée/éther de pétrole (v : v) chauffé a 50 °C dans un bain-marie
pendant 30 minutes. Les phases aqueuses ont été mélangées puis
reprises par n-butanol.. La phase organique, évaporée a sec a 40 °C par
le rotavapor.[24]

La méthode suggérée par Huang

Des saponines ont été extraites a partir du S. mukorossi par la méthode
suggérée par Huang avec une légére modification. Les péricarpes du
Sapindus mukorossi sont broyées et extraites trois fois avec l'eau
bouillante. Aprés filtration, I'extrait a I'eau est concentré, divisé et traité
avec un volume égal d'acétate d’éthyle. La phase d'acétate éthylique a été

encore divisée avec un volume égal de n-butanol puis a été évaporée.[25]

La méthode utilisée pour I'éxtraction de six ginsenosides(Rb1, Rb2, Rc,

Rd, Re and Rg1) des racines de P. quinquefolius.

La méthode d’extraction : la sonication dans le méthanol a température
ambiante.[26]
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La méthode : chauffage a reflux avec une solution aqueuse d’éthanol a 70
% dans un bain marie pour une heure, le filtrat est évaporé a sec sous
vide , le résidu est dissous dans I'’éthanol agueux a 70%, transféré dans
un ballon jaugé, et dilué. La solution témoin est centrifugée a 3000 tours

pendant 10 minutes.[27]

La poudre des racines de koreana de P est pesée exactement et extraite
au moyen du méthanol de 50% pour 2 h a 90°C, en utilisant un reflux. Cet
extrait est filtré, évaporé sous vide, puis suspendu dans 100 ml de
méthanol a 50% dans une fiole jaugée. Cette solution est filtrée a l'aide
d’'une membrane de 0.45 ym (millipore, nylon, 170 millimétres).[28]

Les pousses des officinalis de A sont extraites par percolation avec 2.5 L
d'éthanol aqueux (70%) a la température ambiante pour 24 h, puis
soniquées trois fois & pH 5.0 (3 x 2.5 L), les solutions combinées
d'extraction sont transférées dans la centrifugeuse et centrifugées a 5000
tr/mn pour 10min, de sorte que l'extrait de saponines soit obtenu (Huang
et Kong, 2006 ;Mandal et autres., 2006). Cet extrait est alors concentré a
sec en chassant le solvant dans I'évaporateur rotatif sous pression
réduite.[29]

Quelques méthodes nouvelles employées pour I'extraction des
saponines.[30]

Méthodes Plantes extraites
Micro-ondes et ultrasons Ginseng (ginsenosides)
Micro-ondes et ultrasons Pois chiches
Micro-ondes et ultrasons Racines licorice I'acide glycyrrhizique
Extraction accélérée par chataignees

solvant Panax ginseng ginsenosides
_ Saponines de Notoginseng, Panax
Micro-onde
Notoginseng
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CHAPITRE 3

LES SAPONINES

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites
secondaires frequemment rencontrés chez les végétaux. llIs tirent leur nom du
latin sapo signifiant savon en raison de leur propriété a former des solutions

moussantes en présence d'eau.[31]

3.1. Les sources des saponines :

La présence des saponines a été reportée dans plus de 100 familles de

plantes.

3.1.1. Les saponines dans le régne végétal :

Les sources des saponines consommables sont les légumes (pois, pois
chiche, haricot, les arachides, lentille, avoine, l'ail (gallique) asperges, the,
épinards, betteraves, et igname [32]. Les majeures sources des saponines non
alimentaires mais utilisées dans la santé et I'industrie sont : I'arbre de savon
Quillaya saponania, fenugrec, alfafa , marronnier, licorice ,saponaire (saponine
officinaux) , Mojave yucca, Sarsaparilla et Ginseng (Panax) [33] comme elles
ont été trouvées dans les secrétions défensives de certaines insectes.

(Appendice B)

Les espéces d’une méme plante peuvent contenir un mélange complexe
de saponines. La composition en saponines d’une partie de la plante est
affectée par: I'espéce de la plante, l'origine génétique, la partie de la plante
examinée, les facteurs environnementaux et agronomiques associés a la
croissance de la plante , par le traitement comme le stockage et le proceeding
[34].

3.1.2. Les saponines dans le régne animal :

Dans le regne animal, on n'a retrouvé ces produits que chez les

echinodermes. Ainsi, de grandes quantités de ceux-ci ont été retrouvées dans
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les tissus d'étoiles de mer et de concombres de mer, tandis que chez les
ophiures, les échinides et les crinoides, ces substances ont été retrouvées 'en

3.2. La structure des saponines :

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en

fonction de la nature de leur génine pouvant étre de type stéroidique ou
triterpénique. Les unités saccharides qui constituent les saponines sont

communes: glucose, galactose, arabinose, rhamnose, xylose, fucose et acide

glucuronique. La partie sucre de la molécule peut compter jusqu'a 11 oses liés
a la génine par une liaison de type acétal.

Habituellement, la liaison
glycosidique s'effectue entre une seule section saccharidique et le groupement

hydroxyle en position 3 de la génine monodesmoside. Toutefois, un deuxieme
chainon peut s'ajouter par une liaison ester avec le carboxyle en position 28

pour donner une bidesmoside. Ces bidesmosides facilement converties en
monodesmosides par hydrolyse chimique ou enzymatique, sont de loin les
saponines les plus fréquentes de la pharmacopée végétale. [19]
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Figure 3.1 :Les principaux squelettes stéroidiques [36]
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Figure 3.2 : Les principaux squelettes triterpéniques[36]
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Figure 3.3 : Les sucres les plus courants au niveau des saponosides [36]

3.3. La biosynthése des saponines :

Les métabolites secondaires jouent un role dans la défense de la plante.
Les animaux et les oiseaux peuvent s’évader a une prédation par un
mouvement rapide, les plantes n‘ont pas cette capacité, alors elles ont
développé des mécanismes de protection contre les herbivores phytophages,
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les microorganismes phytopathogeniques (bactérie, champignon, virus) les
plantes compétitives de nutriments et de lumiere et contre les dommages de la
lumiere UV.[37]

3.3.1. Sites de biosynthése et de stockages de métabolites secondaires dans la

cellule véqgétale :

La biosynthese des métabolites secondaires se fait dans les vésicules
cellulaires. Le site initial de leur synthése se trouve dans un seul organe comme
les racines, les fruits ou les feuilles, puis ils sont transportés autour de la plante
via le phloéme ou le xyleme par transport symplectique ou apoplectique puis

emmagasinés dans différents tissus. (Appendice C)

Le site de stockage dépend souvent de la polarité des métabolites
secondaires: les composés hydrophiles comme les alcaloides glucosinolates et
les tannins sont stockés dans les vacuoles ou les idioblastes, et les composés
hydrophobes (lipophiliques) comme les huiles essentielles a base de terpenes
sont stockés dans les trichomes, les poils glandulaires, la membrane
thylacoidale ou les cuticules. [37] (Appendice D)

Cependant les métabolites secondaires performent d’autres réles incluant
'action entant qu’attractant volatil pour promouvoir la pollinisation par les
oiseaux et les insectes, agent colorant pour des raisons de camouflage ou
d’attraction, lancer des signaux pour bénéficier de la colonisation par des
microorganismes bénéfiqgues symbiotigues comme le champignon mycorhize et

le rhizobée fixateur de N.

Paradoxalement, I'évolution des composés bioactifs de défense dans les
plantes a produit des substances qui peuvent avoir d’autres effets bénéfiques
dans le domaine de la biotechnologie, dans la pharmacie, dans la médecine et

dans l'industrie agriculturale. [38]

3.3.2. Biosynthése de triterpénoides :

La diversité au niveau structural des triterpenes résulte des nombreuses
conformations que peut adopter le substrat acyclique. Pour une réaction de
cyclisation donnée, c’est I'enzyme qui impose cette conformation via tes

interactions enzymes / substrat au sein du site actif. [39]
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Par exemple, les enzymes prényl-transférase et terpéne synthéase sont

responsables de la diversification des triterpénes par deux réactions opérées

sur des différents substrats : L'une de I'addition répétitive d’unité C s, l'autre de
la cyclisation.[40]
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Figure 3.4: Les étapes de biosynthese de phytostérols et des saponines
triterpanoides [41]
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Figure 3.5 : Oxydation du squalene.[40]

C’est de la conformation initiale de I'époxysqualéne sur la surface de
'enzyme que dépend l'orientation de la biosynthese vers les stéroides et les

triterpénes d’autre part.

1 — si I'époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-
bateau-chaise-bateau, la cyclisation conduit a un cation protostane précurseur
immédiat, par une suite de migration 1, 2 de protons et de méthyles, des
cycloartanes et des cucurbitanes (ces migration sont rendues possibles par la
disposition trans-antiparalléle des protons et méthyles en C-17, C-13, C-14 et
C-8).

2 — si I'époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-
chaise- chaise-bateau, la cyclisation conduite a un cation dammarane, qui peut
aussi se réarranger :

— soit par des migrations concertées conduisant au tirucallol et a I'euphol,
précurseurs des limonoides et quassinoides.

— soit, et c'est le cas le plus fréquent, par formation d’un cycle
supplémentaire ce qui conduit aux triterpénes pentacycliques : oléananes,

ursanes, lupanes, friedelanes et taraxastanes, etc.[19]
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Figure 3.6 : Les principaux cations dans la biosynthése.[40]
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Figure 3.8 : Les structures des 11 classes importantes de saponines aprés
cyclisation, et leurs différents dérivés.[42]
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3.4. La synthése de saponines :

Des le début des années 1980, la communauté scientifique a montré un intérét

marqué envers la synthése de saponines monodesmosidiques.

3.4.1. Synthése de monodesmosides :

Les méthodes de synthése utilisées impliquaient pour la plupart des
sucres peracétylés et activés en position anomérique par des halogenes tels
que le brome et le fluor [43]. Un groupe de chercheurs chinois dirigé par le Dr.
Biao Yu publia un article dans « le Journal of Organic Chemistry » relatant la
glycosylation a hauts rendements de génines triterpéniques et stéroidiques[44].
Ces travaux ont montré que l'utilisation de sucres perbenzoylés activés par la
fonction trichloroacétimidate selon la méthode de Schmidt [1994] permettait
l'obtention de produits glycosyiés dans des rendements quasi-quantitatifs
lorsque la réaction se déroulait en présence du promoteur
trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle (TMSOTH).

L’emploi des sucres perbenzoylés activés par les trichloroacétimidates est
devenu monnaie courante dans le domaine de la synthése des saponines et de

leurs analogues. [45]

Exepmle : Le trichloroacétimidate cible a été préparé par la déprotection du
groupement MPM et 'activation subséquente de la position anomérique a l'aide
de CCI3CN et DBU (81%, deux étapes).

1) Ac0, py
OH 2} 33% HBIHOAG H 1) 2,2-DMP, TsOH, DMF 08z
l 3} p-mathoxybenzyi alcohol, Iy, AgCO5 ? 2) NaH, Aligr, DMF T
ﬁﬂ‘ 4) EtN, MeOH, H,0 3) AcOH, 70 °C (73%, 3 étapes)
HO OH - HO MPM B OMPM
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Figure 3.9 : Synthese du 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-3,4-

di-O-benzoyl- a-L-arabinopyranosyl trichloroacétimidate [45]
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3.4.2. Synthése de bidesmosides

Les bidesmosides, saponines contenant deux sections osidiques, sont
reconnus pour exercer une activité hémolytique plus faible que les
monodesmosides correspondants, ce qui les rend trés attrayants d'un point de
vue pharmacologique. La premiere synthese d'une saponine bidesmosidique a
génine triterpénique (Figure 3.10) a été rapportée par Yu et ses collaborateurs
a la fin des années 90 dans « le Journal of the American Chemican Society »
[45]. Toutefois, la posladine, un bidesmoside a génine stéroidique et certains
bidesmosides de type lupane ont été synthétisés bien avant cette date par des

groupes japonais et russes, respectivement. [46]
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Figure 3.10: Synthése d'une saponine bidesmosidique par glycosylations

successives

3.5. Les Propriétés des saponines :

La complexité structurelle des saponines implique différentes propriétés
physiques, chimiques et biologiques et quelques-unes seulement sont

communes avec tous les membres de ce groupe divers.
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3.5.1. Les propriétés physicochimiques :

Leur nature amphiphile leur conféere les propriétés d’agents de surface,
détergent, mouillant, émulsifiant, moussant. lls forment des micelles dans les
solutions aqueuses dont la taille et la structure dépendent du type de

saponines.

Les propriétés des micelles formées telles que la CMC et le nombre
d’agrégation sont affectées par la température, la concentration du sel et le
pH .L’incorporation du cholestérol dans les micelles de saponines augmente
leur CMC ,leur taille ,leur viscosité et leur nombre d’agrégations ce qui entraine
laugmentation de la solubilit¢ du cholesterol d’'un facteur de 10% a la
température ambiante. Elles peuvent solubiliser le phénanthrene et le
fluoranthéne. Les saponines extraites du Sapindus mukorossi ont solubilisé
I'hexachlorobenzene et le naphtaléene. La solubilité du jaune OB et de la
progestérone en présence de saponines bidesmosides du Sapindus mukorossi

a augmenté.

Les saponines purifiées ou les mélanges de saponines peuvent avoir un
effet de solubilisation sur d’autres saponines. L’augmentation de la solubilité
des monodesmosides (comme celle du Sapindus mukorossi) qui ont une faible
solubilité dans l'eau, en présence de saponines bidesmosides a été bien

documentée.

La solubilité des monodesmosides du Sapindus Mukorossi a augmenté en
présence de saponines bidesmosides du Sapindus mukorossi contenant
'hederagenine (Y1,Y2 ,X), cependant les bidesmosides du mukorossi
n’affectent pas la solubilité des saikosaponines. Les composés comme les
oligolycosides sesquiterpenes acycliques ont montré un effet de solubilisation

sur les monodesmosides du Sapindus mukorossi

L’interaction des stérols, des minéraux et des protéines avec les
saponines conduit a des modifications des propriétés physicochimiques et de
I'activité biologique de ces composés. La nature et l'effet de linteraction type
protéine-saponine dépendent du type de protéine, du mélange de saponines et

de la température. L’ajout de saponines réduit la capacité de former les
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émulsions et la mousse des protéines mais augmentent la stabilité de leurs

mousses et émulsions. [20]

3.5.2. Les Activités biologiques des saponines :

La littérature scientifique rapporte des propriétés médicinales trés variées:
anticarcinogénique, anti-inflammatoire, antitumorale, antivirale, antifongique,
antithrombique, cardiovasculaire, cytotoxique, immunomodulatoire, spermicide

et molluscicide. [47]

. Activité_hémolytigue : les saponines varient considérablement dans leur

capacité de lyser les erythrocytes. Les bisdesmosides sont généralement
moins hémolytiques que les monodesmosides.

. La capacité de complexation des steroidigues : les saponines forment des

complexes insolubles avec le cholestérol et autres stérols. Cette affinité
est plus prononcée avec les saponines stéroides et glycoalcaloides
gu’avec les terpenoides .

u Activité biocide : les monodesmosides montrent une bonne activité

fongitoxique ou fongistatique et une faible activité antimicrobienne [20] .

3.5.3. Les saponines en tant que biosurfactants :

La consommation annuelle mondiale de tensioactifs représente
aujourd’hui 12 millions de tonnes, dont environ 3 millions pour 'Europe, ce qui
représente un chiffre d’affaire mondial de 13 milliards d’euros. 75 a 80% de ces

composés amphiphiles sont issus de la pétrochimie.

Il s’avére que dans un contexte de développement durable et en réponse
a la mise en place actuelle de la réglementation REACH, de nouveaux
tensioactifs sont a développer a partir de matiéres premieres naturelles
renouvelables. Les prévisions de leur consommation incitent un accroissement
significatif de leur production. Pour satisfaire cette demande, il est nécessaire
de développer de nouvelles molécules amphiphiles répondant aux nouveaux
besoins et exigences des industriels, produits performants a colt réduit, et des
consommateurs, produits écocompatibles ayant un impact réduit sur
'environnement. les procédés mis en ceuvre pour fonctionnaliser les matiéres

premieres veégetales respectent au mieux les principes de la chimie verte :
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(1)réduction des déchets,(2)conception de produits non toxigues, (3)utilisation
de voies de synthese moins nocives, (4)utilisation de ressources renouvelables,
(S)utilisation d’'un processus catalytique a la place de réactifs en proportion
steechiométrique, (6)réduction des dérivés chimiques, (7)respect de 'économie
d’atomes, (8)utilisation de conditions opératoires et des solvants a impact
sanitaire réduit, (9)amélioration des rendements énergétiques, (10)conception
de produits biodégradables, (11)analyse des émissions en temps réel pour

lutter contre la pollution et (12)réduction des risques d’accidents.

3.5.3.1. Les tensioactifs naturels :

En 2005, la consommation frangaise de biotensioactifs est de I'ordre de
100 000 a120 000 tonnes par an, avec une part de marché des biotensioactifs
de 25 a 30%. Deux secteurs consomment plus de 70% des biotensioactifs : le
secteur de la détergence ménagere avec 42 000 tonnes, ce qui représente un
taux de pénétration de 20 a 25% et celui des cosmétiques avec 35 000 tonnes,

soit un taux de pénétration de 60 a 80%.[48]

3.5.3.1.1. Définition :

Un tensioactif naturel est issu des ressources naturelles d’origine animale
ou végétale. Ainsi un tensioactif dont I'une de ses parties, hydrophobe ou
hydrophile, est obtenue a partir d'une source naturelle est appelé tensioactif

naturel ou biotensioactif.

Les tensioactifs naturels doivent étre obtenus par des procédés de
séparation tels que I'extraction, la précipitation ou la distillation qui

n’introduisent pas de pollution.

lls sont groupés en trois catégories selon leur origine : microbienne,
animale (Iécithine, la gélatine, caséine) ou végétale (les saponines). La plus
part des biosurfactants sont anioniques ou non ioniques, rare sont les

cationiques (comme ceux qui contiennent un groupe amine). [49]



48

3.5.3.1.2. Application des biosurfactants :

Les biosurfactants offrent des avantages sur les surfactants synthétiques
en terme de leur dérivation de ressources naturelles renouvelables, faible ou
non toxicité, biodégradabilité, excellente activité de surface, possibilité de
réutilisation par régénération, spécificité élevée, efficacité sous conditions de
pH et de température extrémes. Les principales fonctions des biosurfactants
incluent la solubilisation, I'émulsifiassion, la dispersion, leur capacité d’agent
moussant , mouillant et détersif, et dans certains cas antimicrobien bactéricide
,fongicide, mollucicide , larvicide et désodorisant. Par conséquent lintérét
apporté aux biosurfactants est en hausse continuellement, ils sont utilisés dans
lindustrie seuls ou mélangées avec d’autres biosurfactants ou surfactants
synthétiques pour offrir les caractéristiques de performance désirées. Dans
'industrie alimentaire, les biosurfactants agissent comme agent émulsifiant,
moussant, stabilisant, antioxydant et antiadhésif. Les applications agriculturales
et environnementales sont les domaines majeurs d’utilisation des
biosurfactants ou ils jouent un réle important dans la remédiation des sols et la
production du pétrole (huile), I'élimination des plantes pathogénes , comme ils

ont trouvé 'application dans les détergents, la peinture et la cosmétique.[49]

3.5.3.1.3. Les saponines sont des biosurfactants nonionigues :

Les tensioactifs non ioniques (NI) ont les propriétés suivantes :

» |Is sont Compatibles avec toutes les autres classes de tensioactifs.

= |Is sont plus solubles dans les solvants polaires et non polaires que les
tensioactifs ioniques.

» |ls ont de bonnes propriétés toxicologiques

» |Is ne possedent pas de charge électrique

= |Is forment un film interfacial plus compact et un rayon de courbure plus
grand des gouttelettes de la phase dispersée

* s ne sont pas affectés par les ions bivalents et’ solubilisent les sels de
ces ions en présence de tensioactifs anioniques, ils sont ajoutés dans
toutes formulations susceptibles d’étre utilisées dans des eaux calcaires

comme :
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— les détergents domestiques ;

— les liquides pour la vaisselle ;

— les shampooings ;

— les formulations phytosanitaires ;

— les produits pour le travail des métaux.

= Jls sont moins moussants mais les mousses sont plus stables et
résistantes au ringage.

* |ls ont en général une toxicité aigué moins forte (irritation de la peau et
sensibilisation) et, pour cette raison, sont particulierement appréciés par

I'industrie cosmétique et pharmaceutique.[50]

3.6. Les bhiotensioactifs du fruit du Sapindus mukorossi

Les saponines brutes obtenues des péricarpes du Sapindus mukorossi qui
se développent en Chine et au Japon ont été utilisées comme détergent
naturel, comme stabilisateur des mousses dans les extincteurs chimiques au
Japon. L’extrait de saponines de cette plante est listé parmi les ingrédients
cosmeétiques et est autorisé par le ministere de la santé comme ingrédient de
cosmeétiques. Ces saponines ne peuvent pas étre utilisées comme ingrédients
alimentaires parce qu’elles contiennent des glycosides hederagenines et les
oligoglycosides sesquiterpénes qui peuvent étre toxiques. Pour leur activité
antidermatophyte, elles sont des matiéres premieres dans le domaine
cosmétique .Les tests de toxicité dermique n’ont pas montré des effets,
d’irritation dermique primaire, de sensitisation,de phytotoxicité, et de

photosensitisation.[51]

La longueur de la chaine de sucre et son branchement est en corrélation
avec [l'accroissement du pouvoir surfactant, aussi les bisdesmosides

triterpeniques sont plus actives que les monodesmosides.

Quetin-Leclerq et al ont montré I'activité cytotoxique des saponines
isolées du S. mukorossi sur les cellules melanomes B16 et sur les cellules

tumorales humaines HeL.[52]
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3.7. Toxicologie :

La toxicité des saponines aux espéces homéo thermiques par voie orale
est de (50-100 mg/kg). Les saponines montrent différents spectres de toxicité
des applications parentérales ou intraveineux (LDsp 0.7—50 mg/kg). L’action
hémolytique de certaines saponines empéche leur administration intraveineuse.
La détoxification par formation de complexes avec le sérum de cholestérol,
'albumine et autres constituants du plasma, réduit cet effet. Les saponines
membranolytiques se combinent irréversiblement avec les membranes

cellulaires et produisent des lésions avec un diametre des pores d’environ 8nm.

Différentes saponines ont réagi suivant plusieurs méthodes avec les
érythrocytes et les membranes liposomiques tout en respectant le cholestérol,
la phosphatidylcholine et la distearoyllecithine.

La toxicité des saponines aux animaux a sang froid dépend du mode
d’administration, de la source, de la composition et de la concentration des
saponines. Suite aux résultats des études in vivo sur les rats et les souris,
Gestetner suggére que les saponines ne sont pas absorbées avec la chaine
alimentaire mais elles sont hydrolysées en sapogenines par action

enzymatique.

La sécurité de consommation des saponines en tant qu’additifs
alimentaires est discutée dans plusieurs revues comme « JOINT FAO/WHO
EXPERT COMMITTE ON FOOD ADDITIVES ». Pour les saponines de Quillaja,
la dose prise acceptée quotidiennement (ADI) (Acceptable Daily intake) est
basée sur le contenu des extraits de saponines (JOINT FAO/WHO EXPERT
COMMITEE ON FOOD ADDITIVES, 2005 b). [52]
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CHAPITRE 4

LES BIOPESTICIDES

4.1. Définition :

Les pesticides sont des substances dont la terminaison du nom en
« cide » indique qu’ils ont pour fonction de tuer des étres vivants, lls sont

composés d’un principe actif d’origine naturelle ou synthétique.

« Les biopesticides » = terme générique qui englobe les différentes

méthodes de contrble des ravageurs de cultures:

— Microorganismes (virus, bactéries, champignons)

— Métabolites bactériens (antibiotiques)

— Pesticides naturels dérivés de plantes

— Phéromones d’insectes

— OGM pour transformer les plantes et la résistance aux champignons, aux
virus et aux insectes ou pour les rendre résistantes aux herbicides

— Nématodes entomophages.[53]

4.2. Les biomolluscicides :

Un produit molluscicide est une substance active ou une préparation ayant
la propriété de tuer les mollusques. Les biomolluscicides sont des

molluscicides naturels d’origine végétale.

En protection des cultures, les biomolluscicides sont employés
principalement pour tuer les limaces et les escargots. IIs sont aussi utilisés pour
des raisons sanitaires en zone tropicale, pour lutter contre certaines parasitoses
telles que les Schistosomiases pour lesquelles l'escargot est un hote

intermédiaire obligatoire.[54]

4.2.1. Les limaces phytophages et vecteurs de maladie:

Les limaces sont généralement grégaires et peuvent causer de sérieux

dommages lorsque les populations sont importantes. Dans plusieurs sites, les


http://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_active_d%27un_produit_phytopharmaceutique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9paration_phytopharmaceutique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mollusque
http://fr.wikipedia.org/wiki/Protection_des_cultures
http://fr.wikipedia.org/wiki/Limace
http://fr.wikipedia.org/wiki/Escargot
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tropical
http://fr.wikipedia.org/wiki/Parasitose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Schistosomiase
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limaces ont causé autant de dommages que les insectes ravageurs (Anonyme,

1998). L’éradication et le contrble des limaces sont difficiles et onéreux.

Elles sont trés polyphages et s’attaquent particulierement aux céréales,
legumes (bettes, pois, carottes, endives, laitue), avocats, mais, fraises,

tomates, pommes de terre, tabac, cruciféres, tournesols, orchidées. [55]

Les limaces se nourrissent principalement des feuilles (limbe surtout) mais
s’attaquent également aux semences, tubercules (pomme de terre) et fruits
(fraises). Les dégats qu’elles engendrent ne sont pas négligeables. Les pertes
sont dues a la consommation et aux souillures qui rendent les fruits, légumes et
fleurs invendables. De plus, elles véhiculent avec leur mucus et leurs crottes
des agents pathogenes envers les plantes (virus de la mosaique, bactéries,
moisissures) et envers les hommes (nématodes, douve du foie) [55]. En France
et en Angleterre, le marché des molluscicides représentait, en 1993, $44 et $26

millions CN respectivement.

4.2.2. Epidémiologie de la bilharziose :

La bilharziose ou schistosomiase, sous ses diverses formes, est une
maladie parasitaire, transmise a 'homme par des vers trématodes. Connue
depuis I'Antiquité, elle se place aujourd’hui dans les statistiques de 'OMS
comme la seconde maladie apres la malaria [56]. On estime a 200 millions, le
nombre de personnes atteintes dans le monde tandis que 500-600 millions

encourent le risque d’étre infestés par les schistosomoses. [57]

4.2.3. La lutte contre la bilharziose :

Au cours des dix dernieres années, de nombreux projets de lutte contre la
schistosomiase réalisés au Brésil, en Egypte, au Ghana, a Madagascar, aux
Philippines, en République-Unie de Tanzanie, au Venezuela, au Zimbabwe
(Rhodésie du Sud) et ailleurs ont montré que la destruction des mollusques au
moyen de molluscicides, seule ou associée a dautres méthodes
(chimiothérapie, modification de I'environnement, éducation pour la sante.) peut

étre un moyen rapide et efficace de réduire ou d'éliminer la transmission. [58]
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4.2 4. Les foyers de la bilharziose en Algerie :

En Algérie, il existe trois foyers actifs dans les oasis sahariennes des
régions de Djanet, de Béni Abbés et de Biskra et au nord dans la région d'Alger
(plaine de la Mitidja, foyers de Reghaia et du Gué de Constantine) enfin prés

d'Oran (foyer de Jdioua).

En 1965, I'Organisation mondiale de la santé a apporté son soutien a la
préparation et a la publication de directives pour la sélection et I'évaluation de
molluscicides. Les méthodes établies et les recommandations formulées a ce

moment restent valables jusqu’a nos jours. [59]

Schistosomiasis

e Cercariae released by snail A: Infective Stage
into water and free-swimming -
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Figure 4.1: Cycle évolutif des schistosomes.[59]

Récemment il y a eu un regain d'intérét pour I’ étude de molluscicides

végétaux d'origine locale. Cet attrait est fondé en grande partie sur le principe
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de l'autosuffisance, et la possibilité d'économiser des monnaies convertibles
n'est pas non plus la moindre des préoccupations. Il a été fait état dans la

littérature de nombreux molluscicides végétaux.

4.2.5. Plantes a visée molluscicide :

Les criteres prévalant dans le choix de la plante molluscicide ont été fixés
par spécifications de 'OMS (OMS., 1965) et puis modifiés pour les besoins de
criblage des substances naturelles [60] Selon cet auteur :

— l'extrait brut est considéré doué d’activité molluscicide, quand la dose
létale 90 (DL90) de 100 pg/ml ;

— les fractions enrichies et substances pures 20 ug/mi ;

— la plante en question doit croitre abondement en zone d’endémie, ou
peut étre facilement cultivée. Les parties employées devraient étre
régénératives (fruits, feuilles, fleurs) et non pas les racines.

— [l'extraction des constituants devrait se faire a I'eau.

— la procédure d’application devrait étre simple et non nocive pour
I'opérateur.

— la plante employée doit avoir une faible toxicité vis-a-vis des organismes
non ciblés y compris ’lhomme.

— le codt d’exploitation doit étre faible.
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Tableau 4.1: Les classes majeures de produits naturels avec une activité

molluscicides reconnues daprées A. MARSTON et K
HOSTETWANN [60]
Classes des composés plantes Familles
saponines Triterpenoides Phytolacca dodecandra Phytokcacées
Hedera helix Araliacées

Lonicera nigra

Caprifoliacées

saponines Spirostanoles

Cornusjorida

Balanites aegyptiaca

Comacées

Balanitacées

Asparagus curillus Liliacées
glycoalcaloides Stéroides Solanum mammosum Solanacées
Diterpénes Wedelta scaberrima Compositées

Baccharis trimera Compositées
Sesquiterpénes Warburgia ugandensis Canellacées

Warburgia stuhlmannii Canellacées

Ambrosia maritima Compositées

Podachaenium eminens Compositées
Monoterpénes Genre Lippia Verbenacées
Iridoides Olea europaea Oleacées
Naphthoquinones Diospyros usambarensis Ebenacées

phénols Alcenyles

Anacardium occidentale

Anacardiacées

Chalcones Polygonum senegalense Polygonacées

Flavonoides Baccharis trimera Compositées
Polygonum senegalense Polygonaées
Polygonum nodosum Polygonacées

Tannins Acacia nilotica Leguminosées

Autres especes

Furanocoumarines Ruta chalepensis Rutacées
Isobutylamides Heliopsis longipes Compositées
Fagara macrophylla Rutacées

Alcaloides

Culpurnia aurea

Leguminosées




Tableau 4.2: Structures des quelques molécules molluscicides [60]
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Classes de o
_ Structures chimiques
familles

glycosides

triterpénes Rlo

Oleanolic acid: R'=R?*<H Hederagenin: R'=R*=H

0

saponines

spirostanoles RO

0

Sarsapogenin: R=H Yamogenin: R=H

CHO CHO

sesquiterpenes
q. P CHO
simples

CHO

CHO

lactones
sesquitérpenes )

glycoalcaloides

steroides

Tomatidine;: R=H

Solanidine: R=H

naphthoquinones
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flavonoides

Molluscicides
furanocoumarines

4.3. Les saponines en tant que biomolluscicides :

Les saponines sont hautement toxiques pour les mollusques, et ont été
investiguées comme molluscicides pour le contrble de la Schistomiase. Les
espéces de Bilinus et les Biomphalarias, en particulier, agissent comme hotes
intermédiaires dans le cycle de vie des schistosomes qui causent la bilharzia
urinaire. Dans une étude, six saponines terpenoides du type Oleanana isolées
de la plante Maesa lanceolata ont été testées pour une activité molluscicide
contre Biomphalaria glabrata et le mélange a montré une toxicité élevée avec
des valeurs de DL95 et DL50 de 4.1 et 2.3 pg.L™ respectivement .Les plantes
Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae) et Phytolacca icosandra [61]
contiennent des saponines avec une activité molluscicide potentielle .Une
solution aqueuse (25ug.M™) de la plante Phytolacca icosandra posséde une
activité molluscicide trés élevée contre les mollusques de Biomphalaria
glabrata, lactivité peut étre attribuée a la présence de saponines

monodesmosidiques des acides serjanique et spergulagenique[62]

La biodégradabilité des saponines molluscicides extraites par 'eau de la
plante Phytolacca dodecandra a été investiguée, les résultats ont montré que
les saponines sont biodégradées instantanément (t,= 15.8h). Les saponines

ont été consommées complétement durant 10 jours [63]. Les saponines
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triterpenoides hederagenines isolées du Sapindus mukorossi (Sapindacée)
ont un effet contre le mollusque Pomacea canaliculata, qui est devenu I'ennemi
majeur du riz en Taiwan et autres parties de I'Asie [64]. Sept saponines
hederagenines, isolées incluant une nouvelle sapo+nines hederagenine,
hederagenine 3-0O-(2,4-O-di-acetyl -a-L -arabinopyranoside)-(1 — 3)-a-L -
rhamnopyranosyl-(1 — 2)-a-L -arabinopyranoside, conduit & une mortalité de
70-100% a 10 ppm, des mollusques. 50 plantes soudanaises utilisées en
meédecine traditionnelle sont testées pour leur activité molluscicide contre 2
hotes intermédiaires locaux: Bulinus truncatus et Biomphalaria pfeifferi. A des
concentrations différentes, 62% de ces plantes s'averent létales pour I'une ou
les 2 espéces de gastéropodes. 56% sont léthales pour B.p. et 44% pour B.t.

38% tuent les 2 espéces. 4 des plantes présentent de la saponine[65]

4.4. Les bioinsecticides

4.4.1. Définition :

Les bioinsecticides peuvent se définir au sens large comme des pesticides
d’origine biologique, c’est-a-dire, organismes vivants ou substances d’origine
naturelle synthétisée par ces derniers, et plus généralement tout produit de
protection des plantes qui n’est pas issu de la chimie. Sous ce vocable, les
biopesticides comprennent les agents de controle des insectes (auxiliaires)
comme les arthropodes entomophages (ex.trichrogammes), les champignons
hyphomycétes pathogenes pour les Iépidopteres ou coléoptéres (ex.
Beauvaria), les baculovirus responsables des polyédroses nucléaires (NPV) ou
des granuloses (GV) chez les lépidoptéres, les bactéries (Bacillus). Les
insecticides d’origine végétale et les molécules de synthése biologique
(phéromones, molécules allélochimiques). Par contre la majorité des

entomologistes exclut systématiquement ces derniers [66]

4.4.2. Les insecticides d’origine botanique :

Plus de 2000 especes vegétales dotées de propriétés insecticides ont été

répertoriées.

La Seconde Guerre mondiale relégua en arriere plan les produits

phytosanitaires d’origine végétale et les pesticides chimiques de synthése firent


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4CY0J95-1&_user=8824565&_coverDate=10/31/2004&_alid=1583836793&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5084&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=3&_acct=C000060101&_version=1&_urlVersion=0&_userid=8824565&md5=4b4451d1925d1e782163abd74a3aed1c&searchtype=a
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leur apparition. Les problemes de contamination de I'environnement, de
résistance des populations de ravageurs et des effets nocifs sur les organismes
non visés ont contribué au renouveau d’intérét pour les molécules présentes

dans les végétaux et les agents de contréle des insectes.

Selon Hall et Menn (1999) le marché mondial des pesticides était évalué
en 1995 & environ $29 milliards USD dont $388 millions pour les biopesticides.
Toutefois, le taux de croissance du marché prévu pour les biopesticides serait
de 10-15% contre 2% pour les pesticides de synthese, méme si les pesticides
chimiques de synthese dominent actuellement largement les marchés

mondiaux (89% des matiéres actives) [67]

Tableau 4.3: Les principales classes de métabolites secondaires impliqués

dans la défense des végétaux face aux insectes et autres ravageurs. [68]

Classe Origine, biosynthése ~ Nombre de Distribution et activité
structures

Alcanes, Acétate-malonate nd Feuilles : cires cuticulaires

aldéhydes, cires

Lignines, Acide shikimique nd Paroi cellulaire

tannins Précipitent les protéines

Terpenoides Acétate-mevalonate

Monoterpénes 1300 Huiles essentielles (coniféres).
forte odeur, repoussants

Sesquiterpenes 6500 Répandus, amers. toxiques

Diterpénes 2900 Latex et résine, parfois toxiques

Triterpénes 3600 Répandus,  amers,  toxiques,
colorés

Stéroides Acétate-mevalonate et 70 + de 100 fanulles wvégétales

Phytoecdysones |autres Antithormones

Polyphenols

Simples Shikimate 1000 Universels (feulles)

Coumarines Shikimate-chorismate 800 70  fanulles  Dicotylédones.
toxiques. repoussants

Flavonoides Shikimate- malonate 4000 Universels, colorés. toxiques

Quinones Shikimate- mevalonate 800 Reépandus. colorés

Alcaloides hétérogéne 10000 Angiospermes. toxiques, amers

Acides amines|Acides anunés 600 Gramnes de  Légununeuses,

non protéiques répandus, toxiques

Cyanogenes Acides anuneés 60 2500 espéces de 130 famulles,
toxiques

Glucosinolates |Acides anunés 100 Cruciferes, amers, acres

Amines 100 Angiospermes, repoussants,
hallucinogenes
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Tableau 4.4 : Structures de quelques molécules insecticides[69]

classe Quelques structures moléculaires
N 0
Alcaloides de O &n, (
défense des N ©
plantes OMe

&me

la nicotine, un alcaloide insecticide connu depuis le 177 siécle
a- berbérine
OMe
HO e
Ons
. ., CH,CHNH,CO,H
Acides aminés Ho 2CHNFLCO, NT nm,
Y |
non protelques CH,— CH
3,4-dihydroxyphenylalanine COOH
(L-dopa) la mimosine, un AANP de Mimosoideae
O = N
H
) Me,C=CH
monoterpeénes coO0
H
la pyréthrine, un insecticide monoterpenique.
b-gossypol I ?
HQO
L CH OH
sesqwterpenes 0 HO ee @@
| dial OH
£ a-polygodia
H

Sesquiterpénes cycliques insecticides.

diterpénes

structure ent-gibbérellane
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. R Cucurbitacine B, un triterpéne antiappétant. Azadirachtine, un puissant insecticide triterpéne.
triterpenes
L a-diosgénine g b-B-amyrine
OH
) OH
HO
phytostérols OH
HO H O
I'ecdysone, un phytosterol a effets anti-insectes.
OH
HO O O | Q OH
flavonoides OH
HO O
la quércetine, un flavonol insecticide.

4.5. Les Saponines en tant gue bioinsecticides :

Quelgues substances synthétisées par les plantes sont nécessaires pour
leurs activités fondamentales alors que les métabolites secondaires sont
impliqués dans le processus de coévolution entre les plantes et les autres
organismes. Les plantes utilisent les métabolites secondaires pour deux
raisons ; la premiere est une coopération avec les autres especes pour attirer

les insectes pollinisateurs ou les auxiliaires des insectes phytophages ou les
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champignons antagonistiques. La seconde consiste en la synthése de
substances dissuasives pour résister aux organismes (pestes) tels que les
insectes, les microorganismes pathogéniques et les plantes compétitives.

Parmi les substances impliquées dans la défense de la plantes, on
rapporte les saponines pour la premiere fois par Appelbaum en 1969. Il

s’intéresse a I'effet insecticide des saponines. [70]

4.5.1. Les trois modes d’action des saponines sur les insectes :

Les recherches concernant les interactions entre les plantes et les
insectes phytophages sont multiples particulierement celles focalisées sur la
toxicité de certaines substances envers les insectes. Cette toxicité apparait

sous trois formes.

45.1.1. Linterférence avec le comportement alimentaire

Quelques saponines possédent une activité antinutritionnelles comme
c’est le cas pour llex apocea qui inhibe la prise d’aliments par Limantria dispar.
Ces saponines sont antinutritionnelles aussi pour Esoligonichus illius. Les
plantes dioscoréacées montrent une activité antinutritionnelle pour les fourmis
acronymes Octospinosus. Les variétés riches en saponines de I'espéce Alfafa
appliquées sur les larves des vers de farines (Tenebriomolitor) causent une

diminution des quantités d’aliments métabolisés par ces insectes.[71]

L’incorporation des saponines d’alfafa dans le régime artificiel de ostrinia
nubilalis augmente la perte de poids des larves. Agrell et al a noté que les
larves de Stittoralis consommaient une quantité moindre de feuilles d’Alfafa
endommagées que celle de contrdle : ce phénoméne a est expliqué par la
synthese de deux tritertpeniques saponines par les plantes soumises a un

stress biotique.

L’addition de saponines de certaines légumes (pochiches, lentilles,
haricots, petits pois, féves et arachides), dans l'alimentation artificielle de

Callosruchus chinensis inhibe sa prise d’aliments.[72]

Une saponine spirostanique isolée de I'espéce solanacée : Solanum
taxums et ajoutée dans [lalimentation artificielle a montré une activité

antinutritionnelle contre les pucerons Schizaphis gramirum.
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Les glycoalcaloides extraits de I'espece de Solanum inhibent la prise de

poids du Tribolium castaneum et Manduca sexta.[73]

4.5.1.2. Requlation de la croissance :

Plusieurs recherches montrent que les saponines sont capables de régler

la croissance de quelques espéces d’insectes.

4.5.1.3. Entomotoxicité :

Les saponines extraites de Cestrum parqui injectées a la dose de Ls aux
larves Schistocerca gregaria augmentent la mortalité de linsecte[74], la
vaporisation (spray) des feuilles de Tomate avec 0.1 ->0.2% d’une solution
aqueuse de saponines d’Alfafa réduit le nombre de mites de Tetranychus
urticée et les pucerons de Pharodon sp de 85 et 90% respectivement comme
elles montrent une variable toxicité sur plusieurs insectes testées Schistocera
gregaria , S.tittoralis et Tribolium confusum. Mais la toxicité la plus signifiante a
été observée sur les larves de moustiques de I'espéce Culexpipiens,elles
causent la perturbation de la mue et ont une activité cytotoxique. Certains
auteurs évoquent une activité inhibitrice des protéases digestives. Un autre
travail concernant des aliments traités par les feuilles du Cestrum parqui sur les
larves du S.littoralis montre un déficit dans la digestion des protéines et une

diminution dans le taux de protéines dans le cuticule et 'lhémolymphe.[75]

4.5.2. Les limites d’utilisation des saponines dans la phytoprotection :

- Les problemes de stabilité : les saponines sont des molécules de grosse

taille qui contiennent certains sucres dont la dégradation est facile sous
certaines conditions (pH, présence denzymes d’hydrolyse). Cette
dégradation entraine la perte d’activité qui dépend des chaines de sucres
solubles dans l'eau. La modification de la structure des saponines par
acétylation des hydroxyles des sucres ou la séparation de I'aglycone par
hydrolyse entraine la perte de l'activité insecticide de la molécule. La
molécule a besoin de la chaine de sucres pour sa solubilité dans
I’'némolymphe et pour son activité. Certains auteurs rapportent la perte de
I'activité biologique des saponines par modification de leur structure , par

exemple le phénoméne de complexations des saponines avec le



64

cholestérol s’accroit lorsque le nombre de sucres associés augmente puis

ont prouvé que la nature du sucre influe sur 'activité de la molécule.[71]

Antiappétence :c’est un autre probleme qui rend délicat I'application

pratigue des saponines en tant qu’insecticides ; les saponines ont une
activité a effet répulsif a 'encontre de plusieurs insectes. On note que les
saponines réduisent trés appréciablement la quantité d’aliments
consommée : ce phénomeéne parait une réaction de défense de l'insecte
contre ces substances toxiques. Ceci diminue la quantité de molécules
actives prises par ingestion ce qui entraine une réduction de lactivité

insecticide.[71]

Problemes d’applications : les résultats expérimentaux sont pratiquement

inapplicables. 1l est nécessaire de développer des techniques simples et

plus efficaces (associer la saponine avec un insecticide abrasif).[71]

Difficulté de synthese : le poids moléculaire élevé et 'importante complexité
de leur structure, réduisent la chance des saponines d’étre des modéles de

molécules insecticides synthétisées.[76]

Toxicité : les saponines sont cytotoxiques, hémolytiques et des inhibiteurs
de l'activité des protéases, ceci représente une contrainte si on utilise les
saponines comme produits d’agriculture. Les saponines présentent, en

effet, une forte toxicité a 'égard des mammiferes.[77]
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CHAPITRE 5
LA METHDOLOGIE EXPERIMENRALE

5.1. L'objectif de I'étude

5.1.1. L objectif général :

Contribuer a la valorisation d'une plante de I'Algérie : Sapindus mukorossi
dans l'optique de la découverte de nouvelles molécules et /ou de nouvelles

voies d’application cosmétique ou agriculturelle.

5.1.2. Les objectifs spécifiques :

- Effectuer une étude chimique du fruit de Sapindus mukorossi en vu
d'établir une relation entre les substances chimiques trouvés dans la

plante et certaines propriétés intéressantes qui lui sont attribuées.

—  Etudier l'activité insecticide et molluscicide des extraits aprés les différents

processus d'extractions.

5.2.Matériels :

5.2.1. Matériel végétal:

Les fruits du Sapindus mukorossi en Sansckrit ; Phenila et Arishta en
Anglais ; Soapnut en Francais; la noix de lavage chez les musulmans en
Pakistan ; Banduk ou Findak-i-Hinda en Punjab ;Doden sont utilisés comme

savon une fois mélangé avec de 'eau .

- L’utilisation du fruit de la plante :

D'aprés les enquétes ethnobotaniques, les fruits de cette plante sont
utilisés par les Hindus depuis longtemps comme détergents. Les Hindus et les
Musulmans les utilisent pour des fins médicinales, ils sont employés comme
emetiques a la dose de la 2 draches, comme purgatifs aux larges
doses comme nausants et expectorants aux doses del0 a 20 de péricarpes, 4
péricarpes pour les coliques sont donnés avec une sharbert, pour I'excés de

salivation, I'épilepsie et le choléra. La pulpe est donnée en petites doses
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comme anthelminthique et pour les gens mordus par les reptiles venimeux et
ceux qui souffrent d’'une diarrhée sévere ou de choléra [78]. De nos jours les
saponines extraites de cette plante sont trés utilisées en industrie des colorants,
comme agent émulsifiant dans la préparation des insecticides, comme
stabilisateurs de mousse pour les shampooings, comme germicide et agent

désodorisant.[79]

- La distribution géographique de la plante

Le Sapindus mukorossi est une espece rencontrée dans les foréts
humides sempervirentes prés des cotes, elle pousse principalement dans la

région de la Metidja

- Date et lieu de récolte :

La plante est récoltée dans la zone de Bousmail, dans un village appelé
« haouch Essaboun »au nord de l'Algérie, en Décembre 2010. Elle était au

stade végétatif.

5.2.2. Les produits chimiques

Les produits chimiques ainsi que les solvants utilisés sont de qualité pour
'analyse et de marque MERCK ou PROLABO.

5.2.3. Les appareils utilisés

Appareil FT/IR TRANSFORMATION
DE FOURIER4100

JASCO JAPON

Flame Photometer

Corning

Spectrophotometre d’absorption atomique

SP9 PHILIP PYE.UNICAM(flamme
air/acetylene)

Turbidité

HACH 2100N (U.S.A)

Centrifugeuse

ROTINA35 HETTICH ZENTRIFUGEN

Microscope éléctronique

XSP-103B

5.3. La méthode de préparation et de conservation du fruit :

Les fruits sont séchés a l'abri du soleil (a l'intérieur) pendant 2 semaines
puis réduits en poudre par une série de broyages a l'aide d'un mixeur de
marque BLENDER (Robot coupe GTssp). La poudre du fruit ainsi obtenue est

conservée dans un bocal hermétique a la température ambiante.
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5.4. Les méthodes de caractérisation de la matiere végétale :

5.4.1. L'histologie végétale :

L'histologie végétale est la partie de la biologie végétale qui étudie la
structure microscopique des tissus végétaux. Cette science s'est constituée au
XIX® siecle, avec le perfectionnement du microscope. Elle s'appuie sur la
cytologie, qui est I'étude de la cellule vivante. L’hypochlorite de sodium a la
propriété de dissoudre complétement le contenu des cellules (en pratique, on
l'utilise surtout en histologie végétale lorsqu’on souhaite ne garder que les

parois des tissus.)

Un microscope a haute précision assisté avec micro est utilisé pour
prendre des photos de coupe histologique effectuée sur le fruit immature ;
apres traitement avec une solution d’hypochlorite de sodium, une solution de
I'acide acétique et la coloration avec le vert de méthyléne et le rouge Congo et

le fruit mur sans aucun traitement. [80]

Les photos sont prises a un agrandissement (x 300) et (x 600).

5.4.2. Détermination de la matiére séche, minérale et organigue :

5.4.2.1. La matiere séche :

La matiéere séche est déterminée selon la norme NF B 51- 004, a partir
d’'une masse E=3g de matiére végétale introduite dans un creuset taré, puis
séchée dans une étuve a 105°C jusqu’a poids constant. Apres refroidissement
dans un dessiccateur, le creuset est pesé. Le taux de matiere séche est : [81]
MS (%) =(S : E) x100
M.S.=taux de matiére séche

S = masse du creuset sorti dessiccateur moins la tare

5.4.2.2. La matiére minérale : les cendres :

La matiere minérale est déterminée selon la norme T 211 om-93, a partir
du creuset contenant la matiére seéche (hémicelluloses extraites). Celle-ci est
introduite dans un four a 550°C durant 3 heures. Le creuset est pesé aprés
refroidissement dans un dessiccateur. La fraction de matiére minérale est

donnée par la relation:[81]


http://fr.wikipedia.org/wiki/Histologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Histologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_v%C3%A9g%C3%A9tal
http://fr.wikipedia.org/wiki/XIXe_si%C3%A8cle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Microscope
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
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M.M. (% matiere initiale) = (m : E) x100

M.M. (% matiere seche) = (m:S) x100

M.M. = matiére minérale

m = masse du creuset apres refroidissement tare

S = masse du creuset sorti du dessiccateur moins la tare

E = masse de la matiére végétale

- Cendres solubles et insolubles dans I'eau :

Les cendres solubles et insolubles dans I'eau peuvent étre utiles dans
certains aliments. Par exemple, elles servent a évaluer le contenu en fruits des

confitures, ou la quantité des corps étrangers (ajout de sable) dans les épices

- Principe de la méthode :

Pour déterminer les cendres insolubles dans l'eau, on dissout la partie
soluble des cendres totales dans I'eau chaude qu’on filtre sur un papier filtre. Le
résidu insoluble sur le papier filtre est incinéré de nouveau pour brdler le papier
filtre. On pese les cendres insolubles. Le pourcentage de cendres solubles est
déduit par calcul. [82]

- Calculs par rapport a I'échantillon sec ou humide

% cendres insolubles = M(cendres insolubles) x 100
M(écha.sec ou humide)

% cendres solubles = % cendres totales - % cendres insolubles

- Calculs par rapport aux cendres totales

% cendres insolubles = M(cendres insolubles) x 100
M(cendres totales)

% cendres solubles = M(cendres solubles) x 100
M(cendres totales)

5.4.2.3. La matiére organique

La matiére organique est déterminée par différence entre la matiére séche
et la matiere minérale.

M.O. (% matiere initiale)=(S-m)/Ex100

M.O. (% matiere seche=(S-m)/S x100

M.O. = matiere organique
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m = masse du creuset apres refroidissement moins la tare
S = masse du creuset sorti du dessiccateur moins la tare

E = masse de la matiére végétale [82]

5.4.3. L’analyse des métaux lourds

5.4.3.1. La spectroscopie d’absorption atomique :

La spectroscopie d'absorption atomique est essentiellement une méthode
d'analyse quantitative qui convient beaucoup mieux a la détermination des
traces qu'a celle des composants majeurs. Elle présente de nombreux
avantages : haute sensibilité, grande spécificité, influence négligeable de la
composition du milieu analysé, rapidité, faible quantité de substance nécessaire

(1ml de la solution peut suffir) et facilité de préparation des solutions étalons.

La loi d'absorption en absorption atomique :

L'intensité de l'absorption dépend directement du nombre de particules
absorbant la lumiere selon la loi de Beer- Lambert selon laquelle I'absorbance
est proportionnelle au coefficient d'absorption spécifique a, au trajet optique b et

a la concentration c.
A=ab.c ouA=logloll

5.4.3.2. La méthode d’analyse des métaux lourds :

Un gramme de la poudre est pesée correctement, est mise dans creuset
en porcelaine puis calcinée dans un four a moufle a 500° jusqu’a obtention du
carbone libre. Les cendres sont refroidies puis dissoutes dans 5 ml d’un
mélange d’acide HCI-HNO3 (9-1 V/V) pour 15 min jusqu’a dissolution compléte,
la solution est diluée avec I'eau distillée puis filtrée dans une fiole de 50 ml, le
papier filtre est lavé avec I'eau distillée.L’analyse se fait sur les ions comme
Ca®* Hg®",zn*" ,Cu* AP Fe* Na' K' en utilisant un spectrophotométre
d’absorption.[83]
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5.5. Les méthodes d’extraction et de purification de saponines :

5.5.1. La méthode d’extraction a froid et a chaud

Dans un premier temps, le matériel végétal a été séché sous ombre , afin
d’éviter toute dégradation thermique. Ainsi, la drogue pulvérisée présentera une
plus grande surface de contact avec les solvants extracteurs, ce qui permettra

d’améliorer le rendement d’extraction.

- La méthode d’extraction de routine employée est la macération
successive par des solvants de polarité différente: I'eau, I'acétate d’éthyle et le
méthanol. La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiere
végétale dont nous disposons (dans notre cas, 1,5 | de solvant pour 250 g de
poudre). L'extraction est effectuée trois fois pour chaque solvant sous agitation
continue et a température ambiante durant 72 heures. Aprés filtration,
évaporation du solvant et séchage dans I'étuve a 40°, on obtient les extraits

bruts.

- La poudre du fruit est mise en suspension dans le solvant d'extraction
(eau distillée ou mélange hydrométhanolique 75%) selon le rapport 1/10 (P/V)
(10 ml de solvant pour 1g de poudre). Le mélange est soumis a une agitation
magnétique durant 3 h a la température ambiante, puis laissé macérer a
température ambiante pendant 72h. Le macérat est ensuite filtré, Le culot est
écarté et le volume du surnageant est réduit jusqu'au rapport 1/1 (P/V) (1 ml

d'extrait pour 1 g de poudre de fruit) par évaporation du solvant d'extraction.[84]

5.5.2. La méthode de purification de saponines

Mode opératoire :

La matiere végétale extraite est dissoute dans 50 ml d’eau distillée puis
mise dans une ampoule a décanter ensuite on ajoute 50ml de diéthyl éther on
agite fortement, on laisse les deux phases se séparer, la phase aqueuse est
séparée de la phase organique (diethyl éther), cette opération est répétee trois
fois ,la phase éthérique est mise a coté ,la phase aqueuse est reprise avec
50mL de solution saturée de n-butanol(100ml eau+100ml butanol) 4 fois on

laisse décanter ,on garde la phase butanolique. La phase de butanol est lavée
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deux fois avec 30 ml d’eau distillée, on garde la phase du butanol qui sera

séchée a température ne dépassant pas 40° et on récupere la saponine.[85]

Poudre végétale

Extraite pendant 3 h(x 4) a 75 + 1°C avec 80% MeOH

Extrait (250 ml)

Evaporé a 55°C sous vide dissous dans I'eau

Solution d’eau

Extraite deux fois avec diethyl éther

Phase éthérique Phase aqueuse

Extraite quatre fois avec n-
butanol saturé de I'eau

Phase butanolique Phase aqueuse

Lavée deux fois avec I'eau

Phase butanolique Phase aqueuse

Evaporée sous vide a 55°C

Sucres

Saponine brute

Dissoudre dans le MeOH
Filtration avec une membrane de 0.45 um

Analyse des composés de saponines

Figure 5.1: Procédure pour I'extraction et la séparation de saponines a partir de
la poudre végétale
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5.5.3. La méthode de calcul du rendement :

Aprés chaque étape de purification, I'extrait est évaporé a sec et le résidu
obtenu est pesé. Le rendement, exprimé en pourcentage par rapport au poids

du matériel de départ, est déterminé par la relation suivante :

R= (Pc-Pv) x100
Q

Avec R : rendement (en %)
Pc : poids du ballon avec le contenu (en g)
Pv : poids du ballon vide (en g)

Q : poids du matériel végétal de départ (en g)

5.5.4. L’extraction a 'hnexane de la matiére végétale par sonication :

Les lipides résiduels sont extraits a ’hexane a l'aide d’un appareil de
Soxlhet. Cette détermination suit la norme NF ISO 734-1.

Avant d’étre utilisés, les ballons (250 mL) et les cartouches de cellulose
(125 mL) sont séchés a I'étuve a 103°C. 5 g de la poudre sont introduits dans la
cartouche en cellulose et 150 mL d’hexane sont déposés dans le ballon.
L’hexane est chauffé a reflux pendant 5 h. La quantité de lipides (triglycérides)
est évaluée par pesée aprés évaporation a I'évaporateur rotatif et séchage de
I'échantillon a I'étuve a 50°C pendant 24 h.[82]

Notre laboratoire a opté pour une nouvelle méthode d’extraction des

matiéres bioactives a partir des plantes végétales.

- Extraction avec les ondes ultrasonores :

L’extraction par solvant assistée aux ultrasons consiste a traiter sous
ultrasons un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant comme I'’hexane
ou I'éthanol. Les ultrasons permettent d’accélérer I'extraction et de réduire le
ratio solvant/charge. Un paramétrage adapté (puissance, cavitation,
température, agitation) conduit, pour des durées d’extraction sous ultrasons de
'ordre de quelques minutes, a des rendements obtenus en quelques heures

par des protocoles conventionnels. Au-dela de 20 kHz, les ondes sonores
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générent des vibrations mécaniques dans un solide, un liquide ou un gaz. A la
différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores peuvent se
propager dans une matiére 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. Prés
d'une surface solide, I'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet
de liquide & grande vitesse. Le jet liquide a un fort impact sur la surface
solide.[86]

L’extraction des produits naturels en utilisant les ultra-sons a été

envisagée afin d’améliorer le rendement et ou la vitesse de cette étape.

Dans un bécher de 250mL, 5g de la matiere végétale a été mise en
contact avec 25mL d’Hexane. La cuve a ultrason de marque Elmasonic ;
modele X-tra 30H, a été réglée en mode continu a la fréequence de 20kHz. Le
mélange est maintenu pendant une durée sous ultrason puis filtré et le solvant
est chassé par le rotavap sous vide. L'extrait est séché a I'étuve a 40° puis

pesé pour calculer le rendement.

La fréquence de la cuve ultrasonique est toujours maintenue a 20KHz. La
sonication est précédée par une macération de la matiere végétale dans le

solvant pendant une nuit.

5.6. Les méthodes d’analyses chimiques des extraits :

5.6.1. Les réactions de détection des familles chimiques :

5.6.1.1. Préparation des réactifs :

Réactif de Dragendorff : utiliser pour la détection des alcaloides.

Faire bouillir 14g d’iodure de sodium avec 5.2 g de carbonate de bismuth
basique dans 50mL d’acide acétique glacial pour quelques minutes. Laisser
reposer durant une nuit .séparer le précipité d’acétate de sodium du filtrat a
40mL du filtrat rouge-marron ,ajouter 160mL et 1MI d’eau .stoker cette solution
a 'ombre. En cas de besoin, ajouter 20mL d’acide acétique a 10mL de cette

solution puis remplir jusqu’a 100ml avec de 'eau.
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Réactif d’Hager : une solution aqueuse standard d’acide picrique est utilisée

pour la détection des alcaloides.

Chlorure ferrigue alcooligue: une solution a 5% M/V de chlorure ferrique dans

90% d’alcool est utilisée pour la détection des phénols.

Réactif de Mayer: il est utilisé pour la détection des alcaloides.

Dissoudre 1.36g de chlorure mercurique dans 60ml d’eau(A).Dissoudre 5g
d’'iodure de potassium dans 20ml d’eau distillée(B), mélanger ((A) avec (B) et

ajuster le volume a100ml avec de I'eau distillée.

Réactif de Molisch: Il est utilisé pour la détection de carbohydrates.

Dissoudre 10g d’alpha-naphthol dans 100 ml d'alcool a 95%.

Réactif de Wagener: Il est utilisé pour la détection des alcaloides. Dissoudre

1.27g d'iode et 2g d’iodure de potassium dans 5 ml d'eau distillée et compléter

le volume a 100 ml avec de I'eau distillée.[87]

5.6.1.2. Les tests pour la détection des constituants chimiqgues:

— Tests pour les alcaloides: mélanger une petite quantité d’extrais aqueux ou
alcoolique séparément avec quelques gouttes de HCI dilué puis filtrer. Le
filtrat est testé grace a plusieurs réactifs des alcaloides. Le réactif de Mayer
(précipité creme), le réactif de Dragendorff (précipité marron-orange), le
réactif de Hager (précipité jaune), le réactif de Wagener (précipité marron-
rougeatre

— Test pour les carbohydrates: Dissoudre une quantité (200mg) de I'extrait
aqueux et alcoolique séparément dans 5mL d’eau distillée puis filtrer, le
filtrat est testé avec le réactif de Millon.

— Test de Millon: a 2-3 ml d’extrait aqueux, Ajouter quelques gouttes d'alpha-
naphtol en solution alcoolique, mélanger, Ajouter H,SO,4 conc sur les cOtés
du tube. Un anneau violet se forme a la jonction des deux liquides.

— Test de Fehling: Mélanger 1 ml de Fehling A et 1 ml de Fehling B, faire
bouillir pendant 1 minute. Ajouter un volume égal de solution d'essai.
Faites bouillir dans un bain-marie pour 5-10 minutes. Une précipitation

d'abord jaune, brique, puis rouge sera observée.



75

— Tests pour les glycosides: Hydrolyser une petite portion de I'extrait avec
I'acide chloridrique pour quelques heures dans un bain marie, faire les tests
de Liebermann- Burchard’s, Legal et de Borntrager sur I'hydrolysat.

— Test de Liebermann- Burchard: mélanger 2 mL d’extrait avec 2mL de
chloroforme, ajouter 2mLd’anhydride acétique et 2 gouttes de H,SO, sur
les cOtés du tube a essai. Une couleur d'abord rouge, bleue puis verte
apparait.

— Test de Legal’: ajouter a I'extrait aqueux ou alcoolique, 1 ml de pyridine et
1 ml de nitroprussiate de sodium. Une couleur rose ou rouge apparait.

— Test de Borntrager: Pour 3ml d’extrait aqueux, ajouter H,SO, dil. Faire
bouillir et filtrer. ajouter un volume égal de benzene ou le chloroforme.
Agitez bien. Séparez le solvant organique, ajouter de I'ammoniaque. La
couche ammoniacale devient rose ou rouge.

— Test pour les composés phénoliques et les tanins: a 2ml de I'extrait aqueux

ou alcoolique ajouter quelques gouttes de réactifs suivants

a) solution de FeClz a 5%: couleur bleue-noire foncée.

c) solution de Gélatine: ppt blanc.

e) solution d’acide Acétique: solution de couleur rouge.

f) dichromate de Potassium: ppt rouge

g) solution dil d’iode: couleur rouge transitoire.

h) une goutte de NH4OH, un exces de solution de AgNO3; a 10%.
Chauffer pour 20min dans un bain—marie bouillant :ppt blanc puis
observer une miroir d’argent sur les cotés du tube a essai

— Tests pour les saponines: test de mousse. [88]

5.7. Les méthodes d’analyses physiques :

Les triterpénes ont fait I'objet de plusieurs études consacrées a l'analyse

structurale des triterpénes.

5.7.1. L’analyse par Infrarouge (IR) : Spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF, en anglais

Fourier transform infrared spectroscopy ; FTIR) est une technique de mesure
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pour l'acquisition de spectres infrarouges.La lumiéere infrarouge passe au
travers d'un interférometre. Apres avoir traverse I'échantillon, le signal mesuré
est un interférogramme. Aprées que le signal a subi une transformée de Fourier,
on obtient un spectre identique a celui obtenu par une spectroscopie infrarouge

conventionnelle (dispersive).

Le spectre Infrarouge permet de repérer les fonctions chimiques
présentes comme les groupements cétones, alcool, acide carboxylique acétate,
qui caractérisent la plupart des triterpenes [89]

Les spectres sont enregistrés a température ambiante a l'aide d’'un

spectrophotometre piloté par un ordinateur grace a un logiciel spécial

5.7.2. L’analyse par la chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est, comme toutes les
techniques de chromatographie, une technique qui permet de séparer des
molécules d'un mélange éventuellement trés complexe de nature tres diverses.
Elle s'applique principalement aux composés gazeux ou susceptibles d'étre
vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle est de plus en plus utilisée

dans les principaux domaines de la chimie.

5.7.3. L’analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectroscopie de masse (GC-SM) :

En spectroscopie de masse, les fragments des triterpenes sont
caractéristiques, comme les pics de fragmentation caractéristiques du
mécanisme de « Rétro-Diels-Alder » par clivage du cycle D / E et C/ D des
triterpenes pentacycliques. Le spectre de masse ne permet pas de confirmer
le pic moléculaire de 528 (absence de spectre par ionisation chimique), mais on
distingue nettement la présence de pics de fragmentation caractéristiques des

triterpenes pentacycliques[90]

Les Conditions de travail de la GC-MS

Le produit de dérivation v.TMS=TMCS+BSTFA
BSTFA=N,O-bis(triméthylsilyl)-trifluoroacétamide=CF3-C=N-Si(CH3)3-O Si(CH3)3


http://fr.wikipedia.org/wiki/Interf%C3%A9rom%C3%A8tre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Transform%C3%A9e_de_Fourier
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie
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Appareillage et conditions opératoires;

Gas chromatograph Clarus500/PerkinElmer
Mass spectrometerClarus500/PerkinElmer
Colonne RTx-5MS15mx0.25mmIDx0.25um
Températuredel'injecteur 250°C

Moded'injection splitless

Température du four ;gradient de température:
temperature,initiale50°C,températurefinale325°C

La durée d'élution est de 60mn

R= Aglycone

A o’
HO \CHz
y-hydroxyester formation
(- 44 l)d) HO OH
R 7‘_,-—7
) ;
0 0 OH
HO
HO OH T .
o B y
OH B-hydroxyester formation 0 0
(- 74 Da) HO
HO OH
OH

Figure 5.2: Typical HPLC/ESI/MS decomposition reactions generating 8- and

hydroxyesters from sugar moieties in sodium adducts.[91]
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AC
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coon mfe 234

[ =z 411

/2398

Figure 5.3: Exemples des fragmentations en spectrométrie de masse des

triterpenes [91]

5.8. Les méthodes de caractérisation de I'extrait du fruit en tant que

biosurfactant :

5.8.1. L’étude de la stabilité de la mousse

La présence des saponines est déterminée qualitativement par le calcul de
I'indice de mousse. Deux grammes de matiére végétale seche broyée a tester
est utilisée pour préparer une décoction avec 100ml d’eau. On porte a
I'ébullition pendant 30min, apres refroidissement et filtration, on réajuste le
volume a 100ml a partir de cette solution mére, on remplit 10 tubes (1,3 cm de
diamétre interne) avec 1, 2,3...10 ml, le volume final étant réajusté a 10ml avec

l'eau distillée. Chacun de ces tubes est agité avec énergie pendant 15
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secondes. Apres le repos de 15 min en position verticale, on reléve la hauteur
de la mousse persistante en cm, si elle est proche de 1 cm dans me Xe tube,
alors I'indice de mousse est calculé par la formule suivante :[92]
=hx5

0.0x
| : indices de mousse.
h : hauteur de mousse (en cm) dans le Xe tube

X : le volume de la solution mere dans le Xe tube

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice

supérieur a 100.

La Méthode de Ross-Miles

Différentes méthodes existent pour déterminer la quantité de mousse
formée par un tensioactif, ainsi que la stabilité de la mousse obtenue. Parmi
elles, on peut noter la méthode Ross-Miles qui est une méthode de mesure
classique : elle consiste a faire tomber 200 ml de solution de tensioactifs
contenue dans une ampoule sur 50 ml de cette méme
solution contenue dans une éprouvette cylindrique maintenu a une certaine
température (souvent 60°C), d’'une hauteur de 90 cm (de I'embout de 'ampoule
au fond de I'éprouvette). Le diamétre de 'embout de 'ampoule est de 2,9 mm.
La hauteur de mousse est ensuite relevée dans I'éprouvette, aprés un temps
précis (figure 11.5), cette derniere augmente avec la concentration de la solution
en tensioactifs, celle-ci devant étre inférieure ou égale a la CMC. Le volume de

mousse est d’autant plus important que la tension de surface est petite. [92]

V=200 mL

90 ¢cm

V=50 mL

Figure 5.4 : montage de Ross-Miles
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5.8.2. La détermination de la concentration micellaire critigue (CMC):

Le principe de travail :

Les molécules tensioactives possedent la propriété d’abaisser la tension

de surface de I'eau pure (72.8mN/m).

La micellisation, observée a la CMC, correspond a une variation brutale
des propriétés physicochimique de la solution. Cela ne concerne pas seulement
la tension de surface mais aussi bien d’autres propriétés de la solution
(pression osmotique, turbidité, self diffusion, conductivité pour les tensioactifs
chargés, ect...). Cette variation se traduit par la « cassure » sur les courbes
expérimentales de I'évolution de la tension de surface en fonction de la

concentration en tensioactif.

Graphiquement, on détermine le logarithme de la CMC au point de
discontinuité de la courbe ce qui permet d’aboutir a la concentration micellaire
critigue CMC.

Procédé expérimental :

A partir des extraits obtenus et des saponines pures, on prépare une
solution mére de concentration connue. De cette solution mére, on prépare

plusieurs solutions filles de concentrations différentes.

Ces solutions sont analysées par un turbidimétre afin de quantifier la
turbidité des solutions tensioactives (eau/surfactant) de différentes

concentrations.

5.9. Tests hémolvytiques :

Préparation des solutions :

PBS :NaCl 145 Mm (8500 mg.L™), KCI 5 Mm (373 mg.mL™), NazHPO,4.12 H,0O
4 Mm (1433 gL ™), NaH,P0,.2H,0 1 Mm (156mg.L™).

Les solutions mére d’extrait methanolique et de saponines sont préparéss dans
un mélange DMSO/ PBS (5 :1) a partir de 500pg/mL.

Les tests d’hémolyse ont été pratiqués au laboratoire du centre de

transfusion sanguin.
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Du sang humain frais sain citraté, lavé quatre fois avec I'eau
physiologique est centrifugé a 3000 tours/min aprés chaque lavage dans une
centrifugeuse, le culot est séparé.

Un test préalable a été fait sur un culot de globules rouges avec le
mélange DMSO+PBS pour voir I'effet non hémolytique de ce mélange sur le
culot.

Des tubes sont remplis avec 0.5 mL de culot de globules rouges + 0.5 mL
de chacun des solutions préparées. Aprés incubation pendant un jour, ils sont

centrifugés pendant 7 min a 3000 tours/min. [93]

5.10. L’application en tant gue biopesticides

5.10.1. La méthode d’évaluation de 'activité insecticide (bioinsecticide):

5.10.1.1. Le traitement des arbres des oliviers infestés par le psylle

Le psylle de Il'olivier est un Homoptere de forme trapue et massive environ
2,4 a 2,8 mm pour le male. Les larves sucent la seve des bourgeons, des
jeunes pousses, des boutons floraux et des jeunes fruits, altérant ainsi leur
développement normal. En outre les larves excretent un abondant miellat,
favorisant ainsi l'installation de la fumagine. Lorsque la densité larvaire est de
17,3/grappe florale, les pertes sont de 50%, cependant si cette densité dépasse

30, 100% de la production est compromise.

Le traitement a été fait par une solution obtenue par décoction de 10 g de

poudre de fruit dans 1L d’eau. [94]

Figure 5.5: Psylle d'olivier (adulte)  Figure 5.6: Dégéats de psylle sur fleurs d'olivier
(Soies cireuses)
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5.10.1.2.Le traitement des jeunes arbres des orangers infestés par le puceron :

On désigne sous le nom de puceron, différents genres d'insectes
hémiptéres de trés petite taille (longueur Om,0005 a Om,005, vivant en quantités
parfois innombrables sur toutes sortes de plantes potagéres, fruitiéres,
ornementales ou forestieres, dont ils aspirent la séve a l'aide de leur long sucoir
délié ou rostre. Les pucerons ou aphidiens sont extrémement nuisibles; il en
existe un nombre considérable d'espéces; la plupart sont aériennes et
attaquent les feuilles et les jeunes pousses, mais certaines vivent sur les

racines (radicicoles).[95]

Figure 5.7 : le puceron

Une fois caractérisé, nous avons tenté d’utiliser le produit extrait purifié
comme un biopesticide des pucerons des jeunes arbres des agrumes et des

oliviers.

Pour se faire, des arbres au nombre de 36 contaminés par des larves et
des pucerons ont été arrosés par le décocté dans I'eau de 10 g de poudre du
fruit dans un litre d’eau. Des arbres témoins ont permis de comparer les
résultats.


http://www.google.fr/imgres?q=puceron&hl=fr&gbv=2&biw=1366&bih=373&tbm=isch&tbnid=j6nKeppp8cMveM:&imgrefurl=http://www.journaldesfemmes.com/jardin/magazine/selection/la-faune-au-jardin-bio/les-pucerons.shtml&docid=NiVeL7fYap60TM&imgurl=http://www.journaldesfemmes.com/jardin/magazine/selection/la-faune-au-jardin-bio/image/puceron-414143.jpg&w=350&h=347&ei=ErTbTv_-FZDR4QS5xqHaDQ&zoom=1
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Figure 5.8 : les arbustes mis sous serre pour I'étude

5.10.2. La méthode d’évaluation de I'activité molluscicide (Biomolluscicides) :

La méthode utilisée dans cette étude pour la mesure de [leffet
molluscicide d’'une substance est celle recommandée par TOMS (OMS., 1965)

et modifiée par Marston pour les besoins du criblage des produits naturels.[96]

- Montage expérimental :

Le test utilisé des conteneurs d’eau distillée contenant des mollusques
(minimum de 40 ml par mollusque) et observer la mortalité de ces derniers

quant ils sont exposés a la substance étudiée (extrait, fraction, molécule).

- Collecte et préparation des mollusques :

Des spécimens de bulins récoltés dans leur gite naturel & Boumedfaa

I| -~

Figure 5.9: le type d’escargot traité
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Les bulins sont maintenus dans des conditions suivantes avant le test

d’évaluation :

Tableau 5.1 : Conditions de culture des mollusques

parametres désignation
Température 26-28°C
Luminosité Eclairage naturel diurne
Alimentation Salade verte
Milieu Eau filtrée

Les bulins sont conditionnés par suppression seul de la nourriture 24

heures avant d’étre exposés aux extraits végétaux et substances pures.

- Mesure de I'activité molluscicide :

L’expérience d’évaluation de l'activité molluscicide a été réalisée selon la
méthode standard de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS., 1965),
modifiée pour les besoins du criblage

Les criteres d’activité molluscicide (Doses létales ou mortelles DL50 ou
DL90) ont été définit par Mott [97]

- les extraits sont considérés actifs pour une concentration égale ou
inférieure & 100 pg/ml pouvant étre mortelle a 90 % de la population de
mollusques ;

- les composés isolés sont actifs pour une concentration égale ou
inférieure a 20 pg/ml pouvant étre mortelle a 90 % de la population de
mollusques ;

Pour le criblage préliminaire des extraits bruts, une concentration
minimale de 20ug/ml a été utilisée pour les déceler les substances
potentiellement actives qui pourraient étre présents dans les extraits a faible

dose, et non détecter a seuil de concentration plus important a 100ug/mil.

La détermination des mollusques morts est effectuée comme suit :

Les spécimens morts sont placés dans une boite pétri et examinés a l'aide
d’'une loupe et une lumiére pour confirmer la mortalité (immobilité, absence de
contraction, décoloration). Les spécimens morts sont éliminés rapidement pour

eviter d’éventuelle contamination [98]
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- Protocole utilisé dans cette étude :

Les préparations veégeétales suivantes ont été utilisées pour le test
d’activité molluscicide. 1l s’agit d’extraits bruts a I'eau, au méthanol et de
molécules de saponines. Le protocole standard a été modifié et adapté comme

suit pour le besoin des criblages.

- Criblage des extraits bruts :

L’évaluation de l'activité molluscicide des extraits bruts a été effectuée
utilisant 10 mollusques de taille uniforme (@ moyen de la coquille 8-9.5cm) par
flacon, exposés aux extraits végétaux a des concentrations différentes  pour
une période de 24 h.

La quantité requise de chaque extrait est d’abord dissoute dans de I'eau
(on peut utiliser 'eau additionnéede 0,1% de diméthyl sulfoxide ou DMSO
comme agent homogénéisant)

Les tests sont confrontés au contréle sans traitement (mollusque avec
H.O et 0,1% DMSO). Des observations de la mortalité des spécimens sont
effectuées aprés 24 h.

Les extraits bruts provoquant au moins 90% de mortalité des mollusques
dans les 24 heures seront d’office retenu comme source potentielle de

substances molluscicides.

Les lots de mollusques sont répartis en deux groupes :

- le premier groupe contréle (ne recevant aucun traitement a I'exception
de I'eau + 0,1% DMSO) ;

- le deuxiéme groupe traité par les solutions de produit isolé, avec des
concentrations variables: 0.2, 0.097, 0.0585, 0.024 g/L[99]

Les extraits des fruits ont été testés contre Biomphalaria glabrata, un des
escargots vecteur de la schistosomiase (ou bilharziose). La mort de I'escargot a
été éetablie par la contraction de I'organe au sein de la coquille; la non- réponse

aux piqures par l'aiguille sonde a été considérée comme une preuve de déces.
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CHAPITRE 6
RESULTATS ET DISCUSSIONS

6.1. Résultats de caractérisation du fruit de Sapindus mukorossi :

Figure 6.1: le fruit immature (a gauche), le fruit mature (a droite).

6.1.1. L’histologie :

Utilisation d’'un microscope a haute précision assisté avec micro pour
prendre des photos de coupe histologique effectuée sur le fruit mur et immature

apres coloration avec le vert de méthyléne et le rouge Congo.

Figure 6.2 : Coupe histologique colorée du fruit immature
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Figure 6.3 : Coupe histologique du fruit mur montrant les poches de saponines

sans aucun réactif de révélation

6.1.2. Les résultats de caractérisation phytochimigue de la matiere végétale :

6.1.2.1. Détermination des taux de matiére séche, d’humidité et de matiére

organique :

Tableau 6.1 : la composition massique moyenne du fruit

Matiére végétale Masse () Pourcentage massique
fruit 203.61 100%
péricarpes 128.27 62.99%
Graines (noyaux) 71.21 34.97%

Les résultats montrent que la quantité du péricarpe est prédominante par
rapport a celle des graines d’ou l'intérét économique en cas d’utilisation de

cette plante.

Tableau 6.2: les taux de matiére séche, d’humidité et de matiére organique

Taux de matiére seche Taux d’humidité Taux de T“a“ere
organique
91.87% 8.12% 83.75%
6.1.2.2. Détermination des valeurs des cendres des fruits :
Tableau 6.3: les valeurs des cendres
Type de cendres Pourcentage de cendres

Cendre totale 6.56%

Cendre insoluble dans I'acide 2.4 %

Cendre insoluble dans I'eau bouillante 1.24%
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6.1.3. Les résultats des analyses gualitatives des métaux lourds :

Tableau 6.4 : Composition minérale de la poudre végétale

Minéraux Présence
Na*
K
Mg* +
Cu2+ _
Fe3+ +
Mn2+ _
Zn2+ +
Ca2+ +
cd* En trace
Ni%* En trace

Les minéraux les plus intéressants chez le fruit sont le calcium, le

magnésium, le sodium et le potassium. Les oligo-€éléments présentant le plus

d’intéréts dans le fruit sont le fer et le zinc. Le fer cet oligo-élément, présent

dans I'hémoglobine, permet le transport de I'oxygene depuis les poumons vers

les tissus irrigués. Les résultats montrent aussi que notre plante n’est pas

polluée par les métaux lourds.

6.2. Les résultats d’extraction et de purification:

6.2.1. Les résultats d’extraction a froid et a chaud :

Tableau 6.5 : Caractéristiques des différents extraits bruts préparés a partir des
fruits de Sapindus mukorossi

Extraction Aquegse a Hydrorpethgnollque Aqueuse a Hydromethanollque
froid a froid chaud a chaud
Aspect Limpide Limpide Limpide limpide
Couleur orange orange foncé orange orange foncé
foncé foncé
Golt Amer Amer Amer amer
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6.2.2. Les valeurs d’extractive des fruits :

Tableau 6.6 : les valeurs d’extractive des fruits (rendement).

Solvant Pourceg,t:)?t(raa értli?ssique
éther de Pétrole 1.2%
acétate d’éthyle 31.62%
éthanol 72 %
Méthanol 73,75 %
Hexane 4.6%
Eau 62.69%

Les valeurs des extractives solubles dans les solvants comme I'éther de
pétrole, l'acétate d’éthyle, l'eau, I'éthanol, le méthanol et de I'hexane
(1.2%,31.62%,62.69%,72%,73.75%, 4.6%) respectivement indiquent la nature
des constituants présents dans le fruit et montrent que la présence de

métabolites polaires et moyennement polaires est dominante.

6.2.3. Les résultats d’extraction et de séparation de saponines a partir de la

poudre végétale :

Temps d’extraction par Soxlhet utilisant le méthanol comme solvant : 3 h

Calcul du rendement de I'extrait végétal et des saponines extraites :

— Masse de matiere végétale brute utilisé = 3g
— Masse matiére végétale = 0,589

— Masse de la saponine = 0,429

Le rendement de saponines extraite par rapport a I'extrait végétal =

042 _ 72,41%
058 7

Le rendement de saponines par rapport a la matiére végétale =

0.42
— = 14%
3

Le rendement est de 14 % de saponine par rapport a la matiére vegétale

initiale avec I'extraction par Soxlhet.
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Le fruit est tres riche en saponines avec un pourcentage de 14%, cette

valeur est conforme avec celle trouvée dans la littérature.

Le produit que nous avons récupéré présente la couleur jaune, d’un
aspect tres visqueux avant séchage et sans odeur, la figure 6.4 donne I'aspect

du produit apres séchage.

Figure 6.4 : Aspect des saponines extraites

6.2.4. Extraction a 'hexane de la matiére végétale par sonication :

Tableau 6.7 : les valeurs de la teneur en lipides extractibles a I'hexane par

sonication
Teneur sans macération Teneur avec macération
3.6% 4.6%

La macération de la matiere active dans le solvant manifeste un effet
positif sur le rendement d’extraction. La macération peut provoquer le
gonflement puis I'éclatement des cellules, donc I'extraction sera plus favorisée
et ainsi le rendement amélioré.

Les ultrasons dans l'extraction peuvent également perturber les parois
cellulaires, facilitant la libération de leur contenu.[100]

Par conséquent, l'efficacité de rupture des cellules et du transfert de
masse sont cités en tant que deux facteurs principaux menant aux bonnes
performances de I'extraction avec la puissance ultrasonique.

D’autres part dans une étude ou 6kg de fruits sont séparés des grains
puis sont homogénéisés puis extraites trois fois dans I'hexane (10L) pour

l'obtention de 24g d’extrait.[79]. Les résultats ont montré la présence de six
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nouveaux esters d’acides gras et une triterpenoide tetracyclique dans I'extrait

considéreé.

6.3. Les résultats d’analyse chimique des extraits :

6.3.1 Les résultats des tests de détection des constituants chimiques :

Tableau 6.8 : résultats de criblage chimique
Interprétation :

Extrait Extrait ’Ext'r ait
I agueux methanolique Elacelas
. d d'éthyle

1 Alcaloides

Test de Dragendroff - - -
Test de Mayer - - -
Test de Hager - - -
Test de Wagner - - -

2 Carbohydrates

Test de Fehling + + -
Test de Molish - + +

3 Polyuronides - - -
(Mucilage/gomme/pectine)

4 Tannin et Composés phenoliques

Solution FeCl; 5% - - -
Solution de Gelatine - - +
Solution d’Acide Acetique - - -
Solution de Bichromate de Potassium - - -
Réactif de Tollens +
Solution diluée d’lode -

5 Glycosides

Test de Liebermann-Burchard
Test de Legal

Test de Borntrager + - -

6 Flavonoides

Test de SHIBATA + - R
Test de Shinoda - - -

8 Saponines

Test hémolytique + + +
Test de mousse + + +

pH 4.71 4.24 2.76
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Les tests photochimiques qualitatifs indiquent la présence de produits
naturels usuels dans le fruit. Les extraits methanoliques, aqueux et celui
d’acétate d’éthyle montrent la présence de glycosides peut étre (des saponines,
des flavonoides ou de stéroides), aucun extrait n’a montré la présence d’
alcaloides ni de tanins cependant quelques travaux indiquent leur présence
mais n’ont pas été isolés et confirmés quantitativement. Zikova et al qui ont
travaillé sur les sapindacées de Russie affirment 'absence des alcaloides dans
les racines, les feuilles, les fruits et les tiges. Les analyses approximatives du
fruit du Sapindus ont permis de donner le taux d’humidité (8.12%), le taux de
matiere seche (91.87%) le taux de matiére organique (83.75%) et le taux des
cendres (6.56%). Ces cendres sont analysées pour leur composition minérale

peuvent étre utilisées dans le domaine cosmétique.[101]

Les processus simples d’isolation des saponines du Sapindus mukorossi
comme décrit dans le journal coréen [102] avec un petit changement : préférer
la macération pendant une période (72h) avec agitation a température ambiante
pour éviter toutes dégradation ou la perte de certaines propriétés a permis
d'obtenir des cristaux de saponines caractérisées et utilisees comme
biopesticides.[103]

Le mélange de saponines obtenues est une substance cristalline blanche
insoluble dans le chloroforme, le benzéne et I'éther de pétrole mais soluble
dans le méthanol et l'eau, n’a pas un point de fusion défini (c’est un mélange)
de nature acide. Avec l'acide sulfurigue concentré donne une couleur jaune
rougeatre , avec I'acide sulfurique concentré et 'anhydride acétique donne une

couleur rouge foncée .Elle ne réduit pas la liqueur de Fehling.



6.4. Les résultats de caractérisation physique :

6.4.1. Les analyses des différents extraits et de saponines par l'infrarouge
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Figure 6.5 : le spectre infrarouge de I'extrait a 'eau
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Figure 6.6 : le spectre infrarouge de I'extrait au méthanol
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Figure 6.8 : le spectre infrarouge de saponines extraites au méethanol



L’examen des quatre spectres fait apparaitre les bandes d’absorption

mentionnées dans le tableau suivant :
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Tableau 6.9 : les bandes caractéristiques des spectres IR des extraits bruts et

purifiés

Nombre d’ondes (cm™)

Types de vibrations

954,11 et 1070,30

3422.06 - 3450.99 (large) O—H (lié)
2958.75, 2934.64 (C=C)=C—H
2873.42 (faible) C—H$¢
2076.96 (faible) C=C (asymetrique)
1636.27- 1639.20 C=C (alcéene)
1460,81 CH256
1382,71 CH3§
1000-1200 0—-0
800-1000 C—0—0

0

U

6.4.2. L’analyse de I'extrait a I'éther par CPG :

Les conditions operatoires :Sgzo

Tinj=200°C Tdet=220°C

T°=80°C Flo=7ml/min P=60mpascal

La chromatographie en phase gazeuse de l'extrait a I'éther de pétrole a

été comparé a celui de I'éther de pétrole pur pour détecter de nouveaux

produits extraits.
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Par comparaison des deux chromatogrammes, on remarque la présence
de quatre nouveaux produits dans I'extrait de I'éther de pétrole qui correspond
au n°4 (tg=3.899min), n°5 (tg= 4,095min), n°6 (tr= 4.329min) et n°7 (tgr=
4.616min)

6.4.3. Les spectres par GC-MS des saponines pures extraites avec de

méthanol :
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Figure 6.11 : les spéctres issus de GC-MS

6.5.Les résultats de caractérisation de I'extrait du fruit en tant que biosurfactant

6.5.1. Le test de mousse :

Tableau 6.10 : résultats obtenus pour le test de mousse des saponosides.

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

h(cm) | 5,7 6,4 6,4 6 7,6 7,8 7,7 7,4 8 8,1

I 2850 | 1600 | 1066 | 750 | 760 | 500 | 550 |462.5| 500 | 405

La présence de saponine est bien confirmée selon l'indice de mouse qui

est toujours supérieur a 100 pour le fruit du Sapinudus mukorossi
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variation de la hauteur de la mousse en fonction du temps\

6,1+

6,0 - [ |

5,9 | ]

5,8 4 ]

5,74 | |

5,6 4

hauteur de la mousse (cm)

554 ]

5,4 4 | |

0 5 10 15 20 25 30
temp (min)

Figure 6.12 : courbe de variation de la hauteur de la mousse en fonction du
temps.

R5=98% qui est le rapport de la hauteur de la mousse aprés 5 min a cellea 0

min représente une bonne stabilité de la mousse.

6.5.2. Détermination de la concentration micellaire critigue des différents

extraits bruts et saponines isolées.
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Figure 6.13 : L’évolution de la turbidité en fonction de la concentration
de I'extrait a 'eau brut
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Figure 6.14 : L’évolution de la turbidité en fonction de la concentration
de I'extrait méthanolique brut
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Figure 6.15 : variation de la turbidité en fonction de la concentration de
saponines pures méthanoliques

Tableau 6.11 : les valeurs de CMC des différents extraits

Type d’extraits

I'extrait a 'eau
brut

I'extrait méthanolique
brut

saponines pures
méthanoliques

CMC

0.0198 g/L

0.0221 g/L

0.0223g/L
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La plupart des biosurfactants ont des CMC faibles et nombre d’agrégation
superieur aux surfactants synthétiques : leur éfficacité est donc meilleure. Les

CMC obtenues pour les biosurfactants varient en général de 1 a 200 mg/L

Cas des biotensioactifs du fruit du Sapindus mukorossi

Une solution aqueuse de 0.5% des saponines du fruit du Sapindus
mukorossi diminue la tension superficielle de 'eau de 72mN/m jusqu’a 51.7
mN/m, les résultats ont montré que le pouvoir détersif de cette solution est de
60% (quantité de sébum chassée par une solution aqueuse a 0.5% ) d’ou un
pouvoir détersif modéré en comparaison avec le SLS (90.4% )et le Tween
(77.6%) et ont montré que la solution aqueuse a 0.5% possede un pouvoir
moussant suffisant, la valeur de R5 (R5 représente le rapport des hauteurs de
la mousse aprés 5min a celle a Omin) de la solution agueuse a 0.5% est de
91.7% représentant ainsi une bonne stabilité de la mousse des saponines du
Sapindus mukorissi , une mousse avec une valeur de R5 supérieure a 50% est

considérée comme métastable.[104]

La valeur de la concentration critique micellaire trouvée est 0.017g/l
(1.7%) et la valeur de la tension superficielle égale a 38mN/m reste constante.
D’autres chercheurs ont trouvé une CMC de 0.047 g/l. 'augmentation de la
température et de la concentration du sel entrainent la diminution de la CMC
des solutions de saponines du sapindus. L’augmentation de la dureté de I'eau

et du pH augmente la CMC.

Le nombre d’agrégation micellaire varie entre 13 et 21 et la solubilisation
des huiles végétales obtenues avec les saponines est meilleure que celle
obtenue avec les surfactants synthétiques comme le triton X100 et le SDS.
[105].
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6.6. Les résultats des tests hémolytiques

(S) (E)
Figure 6.16 : l'activité hémolytique de I'extrait methanolique (E) et les saponines

methanoliques (S)

L’'activité  hemolytique : I'extrait methanolique et les saponines
methanoligues ont provoqué I'hémolyse des globules rouges du sang
humain :apparition d’'une solution rouge limpide. Les saponines ont la capacité
de lyser les érythrocytes [106]. Cela a permis le développement d’essais
hémolytiques pour détecter leur présence dans des médicaments ou dans les
extraits de plantes. Un mélange de saponines oléanoliques a montré une
activité hémolytique plus importante qu'un mélange dialysé de saponines[107]

ce qui laisse suggérer la diversité des mécanismes impliqués.

Quelques études de relations entre I'activité et la structure ont conclu que
dans le cas des maesa-saponines isolées de Maesa lanceolata les
substitutions a la position C-22 semblent étre une particularité structurelle

essentielle qui influe I'activité hémolytique.

Les propriétés hémolytiques sont généralement attribuées a l'interaction
entre les saponines et les stérols de la membrane érythrocytaire [108]. Les
recherches ont montré que les dégats de saponines a la bicouche lipidique sont

irréversibles.
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6.7. Les résultats d’application des extraits bioactifs en tant que biopesticides

6.7.1. Les résultats d’application comme bioinsecticide :

6.7.1.1. Les résultats du traitement des arbres des oliviers infestés par le psylle

Tableau 6.12 : comptage le nombre de psylles trouvés sur les différentes
parties des arbres avant le traitement

Date : 11/05/2011, Température : 13°C

Boutonl | Bouton2 | Bouton3 | Poussel | Pousse?2 | Pousse3
arbre n°1 2 1 0 1 1 1
Temoinl 1 0 1 1 0 1
arbre n°2 0 1 0 1 1 2
Temoin2 2 0 1 0 0 1

Tableau 6.13 : le nombre de psylles trouvés sur les différentes parties des
arbres 24h apres le traitement

Date : 12/05/2011, Température : 22°c

Boutonl | Bouton2 | Bouton3 | Poussel | Pousse?2 | Pousse3
arbre n°1 traité 0 0 0 0 0 0
Temoinl 1 0 1 1 1 1
arbre n°2 traité 2 1 0 2 1 0
Temoin2 7 3 4 2 1 4

Témoin 1 : arbre n°1 non traité

Témoin 2 : arbre n°2 non traité

Le comptage de population résiduelle figurant sur les tableaux ci-dessus

grace a une loupe binoculaire.

Aprés 24 h, le taux de mortalité des psylles sur I'arbre n°1 traité : M%= 100%
Aprés 24 h, le taux de mortalité des psylles sur I'arbre n°2 traité : M%= 71%

Les résultats consignés dans les tableaux 6.12 et 6.13 montrent que la
dose utilisée du I'extrait du fruit (10g/L) est efficace.
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6.7.1.2. Les résultats du traitement des jeunes arbres d’orangers infestés par le
puceron :

Les figures suivantes illustrent les feuilles des arbres avant et apres

traitement.

Avant traitement Aprés traitement

Figure 6.17 : les feuilles des agrumes avant et aprés traitement

Il est a noter que par observations visuelles, nous avons remarqué qu’au
bout de 24 h, tous les pucerons volants ont quitté la plante et qu’au bout de 8
jours, il ne restait sur la plante aucune trace de cette espece nuisible pour ces
plantes, résultat qui confirme visiblement I'efficacité de notre traitement,
néanmoins sur le plan agronomique, d’autres études seront indispensables
pour donner de telles confirmations d’ou la nécessité des travaux de
collaborations entre différents spécialistes et chercheurs de la communauté
scientifique. Les données relatives a l'efficacité des poudres des fruits des
plantes insecticides sont souvent ambigués et quant a leur rémanence ces
données sont quasi inexistantes dans la littérature. Les formulations testées
dans notre expérimentation ont pour intérét d'étre faciles a mettre en ceuvre en
milieu paysan et peu colteuses. Toutefois, l'action des extraits permet
d'éliminer tous les individus présents; c'est donc une activité biologique

intéressante a I'égard des pucerons et des psylles.

Les résultats des différents comptages sur 10 feuilles au bout de 48 h
pour les jeunes arbres sous serre sont représentés en annexe
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6.7.2. Les résultats d’application des extraits du Sapindus mukorossi en tant
que biomolluscicides des mollusques

Tableau 6.14 : résultat du premier traitement avec la poudre séche de la plante

Quantité de poudre g/L 1lg/L 0.5g/L 0.25¢/L | 0.125g/L
Taux de mortalité 100% 100% 100% 100%
Taux de mortalité au controle 0% 0% 0% 0%

Le contrdle : les mollusques sont mis dans un récipient contenant de I'eau de
robinet

Taux de mortalité dans I'extrait méthanolique

W Taux de mortalité dans le controle

100% -
90% -
80%
\Q
% 70% -
E 60% -
K 50% -
X 40% -
©
F 30% -
20% -
10% - 1
O‘; - - - [
0 T T T T
0.1935g/L 0.097g/L/ 0.0486g/L/ 0.0243g/L/
concentration

Figure 6.18 : le taux de mortalité des mollusques en fonction de la

concentration d'extrait méthanolique brut
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Taux de mortalité dans I'extrait a 'eau
® Taux de mortalité dans le contréle
i el
100% -
90% -
80% -
S—
g 70% -
I
5 60%
£ 50% -
g 40% -
S 30% -
20% -
10% -
= - - e
0% T T T 1
0.1935g/L 0.097g/L 0.0487g/L 0.0231g/L
concentration

Figure 6.19 : le taux de mortalité des mollusques en fonction de la
concentration d'extrait a 'eau brut

Taux de mortalité dans la solution de saponines
B Taux de mortalité dans le contréle
i i
100% -
90% -
80% -
L2 70% -
£ 60% -
g 50% -
2 40% -
>
8 30% -
20% -
10% A
> - Ju— - ——
o% T T T 1
0.2g/L 0.097g/L 0.0585g/L 0.024g/L
concentration

Figure 6.20 : le taux de mortalité des mollusques en fonction de la
concentration de saponines pures méthanoliques
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La lecture des résultats montre que tous les extraits bruts du fruit se sont
révélés doués d’activité molluscicide a une concentration de 20 pg/ml. Les
valeurs respectives de la mortalité des mollusques (exprimée en pourcentage)
apres 24 heures d’exposition a 20 ug/ml de chacun des extraits bruts, Selon les
criteres standards (OMS., 1965) : les résultats obtenus permettent de retenir en
priorit¢é les extraits du fruit comme sources potentielles de substances

molluscicides.

Ces deux extraits actifs sont riches particulierement en hétérosides qui
sont les saponines. Ces substances sont notamment connues pour leur haute
toxicité aux animaux a sang froid. Les saponines pures ont subi une évaluation
de l'activité molluscicide, exprimée par les doses létales DL50 entre 0.058 et
0.097 pg/ml. L'effet de mortalité des populations des mollusques est
positivement corrélé a 'augmentation des concentrations des extraits a la limite
des doses utilisées et aussi qu'indépendamment des concentrations testées, la
mortalité des mollusques augmente d’une fagon significative en fonction de la
période d’exposition. Cette observation est méme valable a des faibles
concentrations. A la limite de la période testée de 24h, il apparait une
corrélation temps vs dose létale, qui indique que plus le temps d’exposition est
important plus la dose Iétale diminue. Ce qui permet d’envisager d’utiliser les
extraits a des concentrations toxiques plus faibles, en allongeant le temps

d’exposition.[109]
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CONCLUSION

Le présent travail s’insére dans un projet national de recherche visant a la
découverte de nouveaux produits naturels. Il s’intéresse particulierement a
I'effet insecticide et molluscicide des substances extraites a partir du fruit du
Sapindus mukorossi, comme moyen de lutte contre la bilharziose, cette maladie
parasitaire, tres peu connue dans notre pays mais qui risque de se développer
a limage de ce qui s’est produit en Egypte et les dégats agricoles causés par
les insectes phytophages. Depuis une décennie, I'Algérie poursuit une politique
soutenue de développement des barrages. Les foyers de bilharziose, localisés
au niveau de certaines régions, notamment dans le nord du pays, risquent de
s’étendre a d’autres sites. Ceci aura une conséquence dramatique sur les
riverains des sites infectés, en matiére de contamination et par conséquent de

prise en charge des malades par les pouvoirs publiques.

Les résultats de cette présente recherche ont permis d’apporter une
contribution a la valorisation des extraits dans le secteur agricole
particulierement dans la lutte contre les mollusques ainsi que [activité
insecticide sur les ravageurs des agrumes et des oliviers. C’est ainsi que les
fractions actives issues des extraits bruts ont présenté des activités
molluscicide et insecticide notables au niveau des extraits a I'eau et au
méthanol. Ces deux extraits contenant des phytoconstituants peu et
moyennement polaires, ont exhibé des mortalités de 100 % de la population
des mollusques peut étre il y a un effet synergique des différents constituants
chimiques des extraits. Nos résultats indiquent qu'une protection durable et a
colt peu élevé contre certaines pestes est possible en utilisant les formulations

a base de fruits secs du Sapindus.mukorossi
Sur le plan chimique, cette étude a montré que :

e La méthode d’extraction des matieres actives par macération est la

plus recommandée pour la conservation de la structure et des
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propriétés des constituants sensibles a la chaleur comme les

saponines (dégradation des sucres).

e La caractérisation des produits par des méthodes spectroscopiques a

mis en évidence la complexité du mélange extrait, cas de la RMN.

Suite a ces résultats, il conviendra de faire des études plus poussées, en
utilisant des techniques de pointes pour l'identification des structures de nos
composeés tel que: Une CCM préparative suivie de I'H.P.L.C couplée a la

spectroscopie de masse et la R.M.N des substances a isoler.

Ce travail souléve d’autres questions, notamment ceux de composés,
autres que les triterpénes et présents en faible quantité dans les extraits et
fractions enrichies, et leur possible implication dans I'activité observée (effet de

synergie).

De facon globale, lI'analyse des différents résultats souleve des questions

gu'il serait souhaitable d'étudier dans l'avenir. Il s'agit de :

reprendre les mémes investigations en milieu réel et d'en déduire les

impacts réels dans une zone écologiquement contrdlable..

— étendre cette étude au niveau de toutes les zones agro-écologiques ou
I'on produit les agrumes et les olives en vue de la mise au point d'une

méthode de lutte efficace
— étudier la rentabilité de cette méthode de lutte.

— comparer l'efficacité des différents extraits et faire d’autres extractions
avec d’autres solvants comme le chloroforme, le dichloromethane et

'acétone dans le milieu réel.
— étudier I'impact du biopesticide sur les vertébrés.

— effectuer la méme étude de traitement sur d’autres insectes
Ce travail ouvre la voie a d’autres perspectives particulierement :

— lactivité larvicide (surtout contre les larves des moustiques)

— l'activité de biosurfactant pour la remédiation du sol
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— L’activité comme bioemulsifiant pour la formulation des créemes et des

pommades

A lissue de cette étude, et vue les caractéristiques et l'efficacité
exceptionnelle de I'extrait issu de cet arbre, il est de notre devoir d’encourager
le reboisement de cet arbre dans d’autres régions de I'Algérie surtout prés des

rivieres et des lacs.
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APPENDICE A : Caractérisation des solvants

Rohrschneider Hildebrand
p’ pd 2% b 1) & o

Solvant

Tétrahydrofuranne 4,0 152 0,80 1,68 9,1 39 2,8 8,2

Dichlorométhane 31 0,90 0,56 1.64 9,7 3,0 3,1 8,9

Chloroforme 4,1 1,03 1,68 1,35 93 2,8 1.9 8,7
Acétonitrile 58 1,80 1,57 244 11,9 3,0 8,8 75
Méthanol 51 2.45 1,12 1,58 14,5 10,9 6,0 7.4
Acide acétique 6,0 2,34 1,86 1,80 10,1 6,6 3.9 7,1
Eau 102 | 3,77 3,77 2,55 234 20,7 7.8 7,6

P’ : polarité des solvants selon Rohrschneider

p.’ : polarité correspondant au caractére accepteur de protons

pa’ : polarité correspondant au caractére donneur de protons

p,’ : polarité correspondant aux interactions dipdle-dipdle

3: paramétre de solubilité selon Hildebrand ou énergie moléculaire de cohésion (cal'?cm™?)
9, : énergie partielle due aux liaisons hydrogéne

4, énergie partielle due aux interactions dipdle-dipdle

d;: énergie partielle due aux interactions de dispersion

Solvant Caractere prédominant
Tétrahydrofuranne Interactions dipdle-dipdle
Dichlorométhane Interactions dipdle-dipdle
Chloroforme Donneur de liaison hydrogéne
Acétonitrile Interactions dipdle-dipdle
Meéthanol Accepteur de liaisons hydrogéne
Acide acétique Accepteur et donneur de liaisons hydrogéne
Eau Accepteur et donneur de liaisons hydrogene et interactions dipdle-dipdle

Constantes diélectriques a 20°C:

Solvant CHCl, CHCL CH3CN CH3;0H (C3Hs),0 AcOH H,O

& 9,08 4,806 31,5 32,63 13 6,15 78




114

Accepteur de protons

Acide
acétique

Tétrahydro-
furanne

Acétonitrile

0,3

Dichloro-
méthane

Donneur de Interactions
protons 03 0,4 0,5 06 dipole-dipdle

Réf: doctorat Berengére Claude (intérét des polyméeres a empreintes
moléculaires pour la préparation d’échantillons par extraction solides liquide)
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APPENDICE B :
Liste des plantes pouvant contenir des saponines triterpéniques

Acer campestre L., Acer chienii Hu et Cheng, Acer chingii Hu, Acer davidii Franch,
Acer laxiflorum Pax, Acer mandshuricum Maxim., Acer mono Maxim., Acer orientale
L., Acer palmatum Thunb., Acer sinense Pax, Acer wilsonii Redhd., Acer yui Fang,
Aesculus arguta, Aesculus assamica Griff., Aesculus californica (Spach) Nutt., Aesculus
chinensis Bunge, Aesculus chinensis var. Chekiangensis (Hu et Fang) Fang, Aesculus
chuniana Hu et Fang, Aesculus flava ( A. octandra ), Aesculus glabra Willd., Aesculus
hippocastanum, Aesculus indica, Aesculus lantsangensis Hu et Fang, wangii Aesculus
megaphylla Hu et Fang, chinensis Aesculus neglecta, Aesculus octandra Marsh.,
Aesculus parviflora, Aesculus pavia, Aesculus polyneura Hu et Fang, Aesculus tsianguii
Hu et Fang, Aesculus sylvatica, Aesculus turbinata, Aesculus wangii Hu, Aesculus
wangii var. ruticola Hu et Fang, Aesculus wilsonii, Allophylus caudatus Radlk. [ A.
racemosus auct . Non(L.) Radlk], Allophylus chartaceus (Kurz.)Radlk., Allophylus
cobbe (Linn.) Raeuch. var. velutinus Corner, Allophylus dimorphus Radlk., Allophylus
hirsutus Radlk., Allophylus longipes Radlk., Allophylus petelotii Merr., Allophylus
repandifolius Merr. et Chun, Allophylus timomsis (DC.) BI., Allophylus tricophyllus
Merr. et Chun, Allophylus viridis Radlk., Amesiodendron chinense (Merr.) Hu,
Amesiodendron integrifoliolatum H. S. Lo, Amesiodendron tienlinense H. S. Lo,
Aphania oligophylla (Merr. et Chun) H. S. Lo, Aphania rubra (Roxb.) Radlk., Arytera
littoralis BI., Blighia sapida, Boniodendron minus (Hemsl.) T. Chen, Barringtonia,
Camellia axillaris Roxb. ex Ker, Camellia cordifolia (Mech.) Hakai, Camellia édithae
Hance, Camellia irrawadiensis Barua, Camellia pitardii Coh. Stuart, Camellia
reticulate Lindl.,, Camellia rosthomiana Hand.-Mazz., Camellia sinensis O. Kitze.,
Camellia tenii Sealy, Camellia tsaii Hu, Camellia wardii Kobuski, Camellia
yunnanensis Coh. Stuart, Cardiospermum halicacabum L., Cupaniopsis anacardioides,
Delavaya toxocarpa Franch., Dimocarpus confinis (How et Ho) H. S. Lo, Dimocarpus
fumatus (BI.) Leenh. subsp. cacicola C. Y. Wu, Dimocarpus longan Lour.( Euphoria
longan Lour.) Steud., Dimocarpus yunanensis (W. T. Wang) C. Y. Wu et T. Y. Ming,
Dipteronia dyerana Henry, Dipteronia sinensis Oliv., Dipteronia sinensis Oliv. var.
taipeiensis Fang et Fang f., Dodonaea microzyga, Dodonaea viscosa (L) Jacg.[ Ptelea
viscosa L.], Erioglossum rubiginosum (Roxb.) Bl., Erythrophysa alata, Eurycorymbus
austrosinensis Hand.-Mazz., Eurycorymbus cavaleriei (Lével.) Rehd. et Hand.-Mazz.,
Handeliodendron bodnieri (Lévl.) Rehd., Harpullia alata F. Mueller, Harpullia
arborea (Blanco) Rdlk., Harpullia austro - calcdonica Baillon, Harpullia camptoneura
Radlk., Harpullia cauliflora K. Schum. & Lauterb., Harpullia crustacea Radlk.,
Harpullia cupanoides Roxb., Harpullia frutescens F. M. Bailey, Harpullia
giganteacapsula M. Vente, Harpullia hillii F. Muell., Harpullia hirsuta Radlk.,
Harpullia largifolia Radlk., Harpullia leptococca Radlk., Harpullia myrmecophila
Merr. & Perry, Harpullia longipetala Leench, Harpullia peekeliana Melch., Harpullia
pendula Planch. ex F. muell., Harpullia petiolaris Radlk., Harpullia ramiflora Radlk.,
Harpullia rhachiptera Rdlk., Harpullia rhyticarpa C. T. White & Francis, Harpullia
solomenensis M. Vente, Harpullia vaga Merr. & Perry, Hypelate trifoliate, Koelreuteria
apiculata Rehd. et Wils., Koelreuteria bipinnata Franch., Koelreuteria bipinnata var.
integrifoliola (Merr.) T. chen ( K. integrifoliola Merr.), Koelreutena elegans (Seem.) A.
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C. Smith susp. formosana (Hayata) Meye, Koelreutena monor Hemsl., Koelreuteria
paniculata Laxm., Lepisanthes basicardia Radlk., Lepisanthes browniana Hiern,
Lepisanthes hainanensis H. S. Lo, Litchi chinensis Sonn., Maesa hupehensis Rehl.,
Maesa japonica (Thunb.) Moritzi, Maesa lanceolata, Maesa laxiflora, Maesa montana
A. DC., Maesa perlarius (Lour.) Merr. Maesa tenera Mez, Melicoccus bijuatus,
Mischocarpus hainanensis H. S. Lo, Mischocarpus pentapetalus (Roxb.) Radlk.,
Mischocarpus sundaicus BIl., Nephelium Chryseum BIl., Nephelium lappaceum,
Nephelium topengii (Merr.) H. S. Lo, Otophora unilocularis (Leenh.) H. S. Lo,
Paranephelium hainanensis H. S. Lo, Paranephelium hystrix W. W. Smith, Pavieasia
kwangsiensis H. S. Lo, Pavieasia yunnanensis H. S. Lo, Pittosporum balancae DC.,
Pittosporum brevicalyx (Oliv.) Gagnep., Pittosporum crassifolium A. Cunn.,
Pittosporum crispulum Gagnep., Pittosporum daphyniphylloides Hayata, Pittosporum
elevaticostatum H. T. Chang et Yan, Pittosporum eugennioides A. Cunn., Pittosporum
glabratum Lindl., Pittosporum glabratum Lindl. var. neriifolium Rehd., Pittosporum
heterophyllum Franch., Pittosporum illicioides Makino, Pittosporum Kkerrii Craib,
Pittosporum kunmingense H. T. Chang et Yan, Pittosporum leptosepalum Gowda,
Pittosporum napaulense (DC.) Rehd. et Wils., Pittosporum omeiense H. T. Chang et
Yan, Pittosporum ovoideum Gowda, Pittosporum parvicapsulare H. T. Chang et Yan,
Pittosporum pauciflorum Hook. et Arn., Pittosporum pentandrum var. hainanense
(Gangnep.) H. L. Li, Pittosporum perryanum Gowda, Pittosporum phillyraeoides DC.,
Pittosporum planilobum H. T. Chang et Yan, Pittosporum podocarpum Gagnep.,
Pittosporum podocarpum Gagnep., Pittosporum pulchrum Gagnep., Pittosporum
renderianum Gowda, Pittosporum rhombifolium A. Cunn. ex Hook., Pittosporum
sahnianum Gowda, Pittosporum subulisepalum Hu et Wang, Pittosporum tenuifolium
Gaertn., Pittosporum tobira (Thunb.) Ait., Pittosporum tobira (Thunb.) Ait., var.
calvescens Ohwi, Pittosporum tonkenese Gagnep., Pittosporum trigonocarpum Leévl.,
Pittosporum truncatum Pritz., Pittosporum undulatifolium H. T. Chan et Yan,
Pittosporum undulatum Venten., Pittosporum viridiflorum, Pittosporum xylocarpum Hu
et Wang, Pometia pinnata J. R. et G. Forst., Ptelea trifoliate, Ptelea viscosa Linn.,
Sapindus abruptus Lour., Sapindus Chinesis Murray, Sapindus delavayi (Franch.)
Radlk. [ Pancovia delavayi Franch], Sapindus mukorossi Gaertn., Sapindus rarak DC.,
Sapindus rarak DC., var. velutinus C. Y. Wu, Sapindus saponaria var. drummondii,
Sapindus tomentosus Kurz, Ungnadia speciosa, Xanthoceras sorbifolia Bunge.
Xeropspermum bonii (Lecomte) Radlk.

Ref: Chan, P., Mak, M., Wang, Y., “Composition comprising triterpene saponins
and compounds with angeloyl functional group, methods for preparing same and
uses thereof” (2009)
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APPENDICE C : Structure d’'une cellule végétale

Structure d'une cellule végétale

Cytosquelette filamenteux

Réticulum sndoplasmique
isse .

. Petite :
vésicule membranaire

Plasmodesmes,

Chloroplaste

Mitochondrie

Membrane plasmique

Péroxysome:
Paroi cellulaire

Appareil de Golgi

Cytoplasme Enveloppe nucléaire

Leucoplaste Réticulum

endoplasmique granuleux

Cellule végétale: la cellule est un systeme hautement complexe qui est le siége
d'intenses échanges d'énergie et qui présente de vastes surfaces d'interphase.
Comme tout étre vivant, elle se nourrit, grandit, se multiplie, et meurt.

Plasmodesme: pont intercellulaire.

Dictyosome: organite cellulaire élaborant des sucres et des protéines.
Chromatine: substance du noyau de la cellule qui donne la couleur.
Nucléole: petit corps sphérique présent dans le noyau de la cellule.

Enveloppe nucléaire: membloppant le nucléole.

Réticulum endoplasmique: formation dans le cytoplasme qui joue un rdle dans
la production de substances diverses.

Peroxysome: organelle du cytoplasme contenant des enzymes.
Chloroplaste: grain de chlorophylle assurant la photosynthese.

Mitochondrie: granule jouant un rble important dans la respiration et les
réactions ergétiques de la cellule vivante.

Cytosol: partie liquide du cytoplasme.

Ribosome libre: organe du cytoplasme qui assure la synthése des protéines.
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Tonoplaste: membrane vacuolaire.
Vacuole: cavité du cytoplasme d'une cellule contenant diverses substances.

Paroi cellulosique: bord de la cellule.

Thylakoides: structure moléculaire membraneuse qui assure la photosynthése.

Grain d'amidon: granule de fécule.

Appareil de Golgi: Empilement de sacs aplatis (saccules) limités par une
membrane.

Fonction : Sert a I'entreposage et a la modification des protéines et des lipides
venant du réticulum endoplasmique. L'appareil de Golgi est abondant dans les
cellules sécrétoires, comme les cellules du pancréas.

Lysosome: Sac membraneux contenant des enzymes hydrolytiques.
Fonction: Digestion des substances étrangeres et des organites endommagés

Membrane plasmigue: La membrane vivante qui enveloppe le cytoplasme de
toutes les cellules animales et végétales.

Fonction: Elle agit comme barriére contrdlant le mouvement des matériaux
entrant dans la cellule et en sortant.

Réf : http://fr.wikipedia.org/wiki/cellule-végétale
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APPENDICE D :

Répartition des métabolites secondaires dans les plantes

Tissu Famille de molécules
Trichome Monoterpene
Trichome Sesquiterpenes
Trichome Flavonoides

Cire Triterpénes
Cire Phénols
Epiderme Alcaloides
Paroi cellulaire Tannins
Cellules morte Tannins

Vacuole

Glycosides cyanogéniques

Vacuole

Alcaloides

Glande a huile

Furanocoumarines

Glande a huile

Sesquiterpenes

Latex Di-et Triterpénes

Latex Sesquiterpenes

Latex Alcaloides
Canaux résiniferes Diterpenes

Semence

Amino-acides non protéigues

Paroi des semences

Furanocoumarines

Ecorce

Quinine

Réf: doctorat Berengére Claude (intérét des polymeres a empreintes

moléculaires pour la préparation d’échantillons par extraction solides liquide)




120

APPENDICE E : Les spectres RMN des saponines

13C - saponine Carbone(zgpg)
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Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Le spectre RMN- 1 H des triterpenes est peu spécifique. Il présente
néanmoins une série de pics caractéristiques dans l'intervalle 0,5 ppm a 2 ppm,
correspondant aux groupements méthyles. Le profil (nombre, multiplicité,
déplacement) permettent une orientation concernant le type et la série du noyau
triterpénique (Hans, F.J et al., 1973; Charrouf, Z et al., 1991; Marcia, L.N et al.,
1999; Asaph, A et al., 2005; Hu, H.J et al ., 2005; Hua, S et al., 2006; Yu, Q.L et
al ., 2006; Mario, J.J et al., 1999; Andras, K et al., 2008; Chiy, R.C et al., 2008;
Igoli, J.0 et al., 2008; Yuan, J.Q et al., 2008). L’examen de la région 2 a 6 ppm
indique I'environnement auquel est soumis les protons fonctionnels (hydroxyle,

doubleliaison,...).

Le spectre RMN-13C est plus précieux dans la détermination structurale
des noyaux triterpéniques nous permet de bien mettre en évidence les 30
atomes de carbone qui constituent le squelette des triterpénes, et en particulier
les groupements carbonyles, acide carboxyligue et alcool, par leurs
déplacements chimiques spécifiques (environ 210 ppm pour un carbonyle, 170
ppm pour un acide carboxylique et 70 ppm pour un alcool (Marcia, L.N et al.,
1999; Mario, J.J et al., 1999).
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APPENDICE F : Notations et abréviations

OMS Organisation Mondiale de la Santé

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RMN 1H Spectre Résonance Magnétique Nucléaire du proton

RMN 13C Spectre Résonance Magnétique Nucléaire de carbone 13

IR Infrarouge

GC-MS chromatographie gazeuse coupleé a la spectrométrie de
masse

uv Ultra-violet

TMSOTf trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle

DMSO Diméthyl sulfoxide

DBU 1,8Diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-éne

PBS phosphate buffer solution

Kd Coefficient de transfert de matiere m s-1

pH potentiel d’Hydrogéne

CMC Concentration Micellaire Critiqgue (mol.I-1)

T Température (°C)

CI50 Concentration inhibitrice 50 %

ppm Unité de & (partie par million= 10-6, RMN)

tr temps de rétention
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