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Résumé

Les plantes sont toujours une source inépuisable de nouvelles substances a potentialité
thérapeutique. Les nombreux laboratoires qui aujourd’hui se consacrent a cette thématique font le

choix de plantes modéles objectivées par des données ethnopharmacologiques.

La richesse moléculaire des végétaux constitue une source importante de molécules bioactives
d’origine naturelle. La mise en évidence de ces molécules nécessite de nombreuses étapes

d’extractions, de séparations et d’analyses pour obtenir le produit requis.

Le fenugrec Trigonella foenum graecum, compte parmi les plus anciennes plantes médicinales,
aromatiques et culinaires. Ses graines, grace a leurs composés chimiques, se révélent étre d’une

grande valeur alimentaire et présentent de multiples vertus phytothérapeutiques.

Les graines de fenugrec contiennent un acide aminé bioactif trés important, c’est la 4-
hydroxyisoleucine. Cet acide aminé est largement utilisé dans I’industrie nutraceutique comme
composé antidiabétique, c’est un traitement bien toléré de la résistance a I’insuline, comme agent

hypoglycémiant et également comme agent protecteur du foie.

Un procédé qui commence par le moulage des graines séchées de fenugrec et qui se termine par
I’analyse en utilisant la technique HPLC, est capable d’identifier et déterminer la 4-
hydroxyisoleucine dont les résultats obtenus par cette détermination quantitative ont montré la
présence de 0,4% de cet acide aminé dans les graines sechées, plus que la majorité des acides

aminés présent dans le fenugrec sont sous forme de la 4-Hydroxyisoleucine.

A ce titre, notre travail consiste a développer une étude bibliographique sur les plantes
aromatiques et medicinales en générale et le fenugrec en particulier, puis les méthodes
d’extractions et de séparations des plantes, ensuite les activités de 4-Hydroxyisoleucine extrait a

partir les graines de fenugrec et analysé par HPLC.

Mots clés: PAM, fenugrec, 4-Hydroxyisoleucine, méthodes, extraction, séparation, analyse,

chromatographie, Trigonella foenum-graecum, HPLC.
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Abstract

Plants are always an inexhaustible source of new substances with therapeutic potential. The
many laboratories that are currently working on this theme choose model plants that are

objectified by ethnopharmacological data.

The molecular richness of plants constitutes an important source of bioactive molecules of
natural origin. The identification of these molecules requires numerous steps of extractions,

separations and analyses to obtain the required product.

Fenugreek Trigonella foenum graecum is one of the oldest medicinal, aromatic and culinary
plants. Its seeds, thanks to their chemical compound, are of great food value and have multiple

phytotherapeutic virtues.

Fenugreek seeds contain a very important bioactive amino acid, 4-hydroxyisoleucine. This
amino acid is widely used in the nutraceutical industry as an anti-diabetic compound, it is a well-
tolerated treatment for insulin resistance, as a hypoglycemic agent and also as a protective agent

for the liver.

A process which begins with the molding of the dried seeds of fenugreek and which ends with
the analysis using the HPLC technique, is able to identify and determine the 4-hydroxyisoleucine
whose results obtained by this quantitative determination have shown the presence of 0.4% of
this amino acid in dried seeds, more than the majority of amino acids present in fenugreek are in

the form of 4-Hydroxyisoleucine.

Our work consists of developing a bibliographic study on aromatic and medicinal plants in
general and fenugreek in particular, then the methods of plant extracts and separations, then the

activities of 4-Hydroxyisoleucine extracted from the seeds. fenugreek and analyzed by HPLC.

Keywords: MAP, fenugreek, 4-Hydroxyisoleucine, methods, extraction, separation, analysis,

chromatography, Trigonella foenum-graecum, HPLC.
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CCM : Chromatographie sur couche mince.
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DT2 : Diabéte de type 2.
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Introduction générale

Ces dernieres années, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) ont créé un grand interét
dans le domaine thérapeutique [3], car entre 20 000 et 25 000 espéces de plantes sont utilisées
dans la pharmacopée humaine, 75 % des médicaments sont d'origine végétale et 25 % d'entre eux
contiennent au moins une molécule active d'origine végétale [1]. En effet, la préparation de
nombreux produits dans les domaines de la nutrition, de la médecine, de la cosmétique et de la
parfumerie nécessite la présence des substances naturelles extraites de ces plantes. Les enjeux
politiques, economiques, sociaux et environnementaux encouragent egalement les industriels a
innover et a améliorer l'efficacité énergétique et environnementale de leurs procédeés, grace au

développement de la chimie dite verte en remplacement des procédés chimiques traditionnels

[3].

Par sa situation géographique particuliére, le Maroc bénéficie d'un bioclimat permettant une
végeétation riche et diverse. Plus de 4 000 espéeces et sous especes y ont été répertoriées, dont une
centaine endémique. Les PAM représentent une catégorie importante des produits forestiers non
ligneux. Ces produits englobent une large gamme de produits qui existent a 1’état spontané, en
foréts et hors foréts, ou sous forme de cultures. Apres avoir été longtemps considérés comme
produits secondaires ou menus produits, les PAM ont pris un essor considérable eu égard a la

demande sans cesse accrue du marché international [2].

Les techniques de transformation utilisées par les professionnels marocains sont souvent simples
et artisanales en raison du faible niveau d’encadrement et d’investissement. Le séchage de
plantes directement au soleil est la technique la plus utilisée par les herboristes. Elles sont ensuite
ramenées dans des ateliers pour étre dépoussiérées, nettoyees et puis conditionnées, pour étre
exportes en vrac, dans des cartons, sacs en jute ou en plastique. Cette technique peut étre
améliorée pour obtenir des produits finis de qualité comme les infusions dont la valeur ajoutee
est trés importante. Ainsi, la technique de production de plantes séchées, reste encore tres
traditionnelle et des efforts scientifiques, techniques et financiers, sont nécessaires pour ériger ce
segment de la profession en une véritable industrie, capable de répondre aux exigences du

marché local et international [2].

Parmi les épices qui sont des adjuvants alimentaires ésotériques utilisés pour renforcer la saveur

et la couleur, le fenugrec (Trigonella foenum-graecum). C’est une plante annuelle d’origine
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orientale mais qui est trés cultivée au Maroc et dans les régions nord de 1I’Algérie [33]. Cette
épice est également utilisée a des fins médicinales dans de nombreux systéemes traditionnels
comme antibactérien, stimulant gastrique, agent antidiabétique. Au cours des dernieres
décennies, plusieurs attributs physiologiques bénéfiques pour la santé des graines de fenugrec

ont été observés dans des études animales ainsi que dans des essais humains [34].

Il a été démontré qu’un composant du fenugrec, la 4-hydroxyisoleucine est 1’'un des composés
bioactifs qui est responsable de son activité antidiabétique [4].,elle augmente la sécrétion

d’insuline pancréatique et inhibe 1’activité de la glucosidase [21].

La 4-hydroxyisoleucine est un acide aminé non protéinogéne inhabituel qui améliore
significativement le profil lipidique [4], et des études ont signalé des effets sur la satiété, la
vidange gastrique et la fonction des récepteurs de I’insuline [21]. C’est dans ce cadre que

s’inscrit le présent travail et qui se présente comme sulit :

Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique sur les PAM en générale et le

fenugrec en particulier.
Le deuxiéme chapitre aborde les méthodes d’extraction et de séparations des plantes.

Et en fin, le dernier chapitre développe I’étude, I’extraction et 1’analyse de la 4-

Hydroxyisoleucine.
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PAM au Maroc
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Introduction

Le Maroc occupe une place non négligeable sur le marché international des PAM avec une
production qui se distingue par sa richesse et sa diversité. A noter que la production nationale des
PAM est destinée pratiquement a 100% a I'exportation. Les plantes exploitées au Maroc
concernent aussi bien celles soumises a 1’extraction des huiles essentielles et des extraits
aromatiques via la distillation ou I’extraction par solvants, que celles utilisées en 1’état « frais »

ou apres « séchage » en herboristerie, aromates, alimentaires, etc [3].

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum), plante largement répandue dans le monde entier, qui
appartient a la famille des fabacées. Cette plante contient des constituants actifs tels que des
alcaloides, des stéroides, des saponines, des lipides, des glucides, des vitamines, etc. C’est une

plante médicinale ancienne. Elle a été utilisée comme aliment et médicament traditionnel.

Le fenugrec est connu par ses effets hypoglycémiants, anti-inflammatoires, Stimulateur des

fonctions digestives, stimulateur d’appétit...

Mais il existe des précautions d’emploi a respecter pour éviter de créer des problémes a

I’organisme en utilisant cette substance.

I. Les plants aromatiques et médicinales au Maroc
1. Généralités

La filiere des plantes aromatiques et médicinales (PAM) au Maroc regorge de potentiel grace a la
diversité de ses espéces. Plus de 4.200 espéces ont été identifiées dont 800 endémiques et 400
classées comme produits a usage médicinal et/ou aromatique. Les recettes moyennes annuelles
des ventes de plantes aromatiques et médicinales sont de 5,3 M de dirhams pour une quantité
annuelle de 33.000 tonnes. Il est important de préciser que les PAM procurent des revenus
alternatifs aux communautés locales. De plus, selon le HCEFLCD (2016), elles générent en
moyenne quelque 500.000 journées de travail/an. Focus sur cette filiere en pleine expansion
[31].
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Figure 1 : les épices et les herbes dans le marché marocain

2. La production des plantes aromatiques et médicinales au Maroc

La production des PAM utilise des plantes spontanées et des plantes cultivées, fraiches ou
séches. La production est généralement assurée par les plantes aromatiques et médicinales
spontanée, et la part des PAM cultivée est encore faible (2%). La collecte des plantes spontanées
représente plus de 98% de la production nationale. Cette catégorie couvre un large éventail de
plantes dont les plus importantes sont le thym, le romarin, la caroube, la menthe, l'origan,
I'arganier et le laurier. Parmi les principales PAM cultivées au Maroc, on peut citer : le géranium,
la lavande, la rose, le jasmin, la verveine, la menthe et le safran. La culture des plantes
aromatiques et médicinales est courante dans plusieurs régions du pays, avec une trentaine

d'especes [31].
3. Les exportations des PAM au Maroc

En 2016, le Maroc se classe au 12eéme rang mondial parmi les pays exportateurs des PAM. La
principale destination des exportations marocaines des plantes aromatiques et médicinales est le
marché de I'UE. Cependant, I'ouverture a d'autres destinations, comme le Japon, Canada, Suisse,
Espagne et Allemagne. Plus de 50% des exportations concernent le secteur alimentaire (caroube,
épices, etc.), 35% sont destinées aux parfums et cosmétiques, et 5% sont utilisés pour leurs
propriétés médicinales. Depuis 2005, les exportations marocaines des PAM ont connu une
croissance significative. Par conséquent, la valeur des exportations de PAM est passee de 67
millions de dirhams marocain en 2002 a 233 MDH en 2014 [31].
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4. Les importations des PAM au Maroc

Selon le HCEFLCD, concernent les condiments, les principaux produits importés sont le poivre
qui est en haut de la liste avec 43% des quantités globales importées, suivi du gingembre (16%),
puis du cumin (12%), du curcuma (9%), de la cannelle (9%) et du girofle (5%).A part le cumin,

avec lequel I’'importation ne peut étre remplacée par des productions locales. [31].
5. Le marché mondial et national des PAM

En outre, le marché mondial des PAM est estimé a 64 milliards de dollars américains et la
demande mondiale des consommateurs pour ces produits augmente (environ 15 a 25 % par an).
Cependant, pour diverses raisons, I'industrie a encore des faiblesses, notamment le manque de
maitrise de la technologie et de la qualité, manque d'encadrement et absence de stratégies de

développement socio-économique et commercial [32].

La filiere des PAM au Maroc est I'une des plus riches au monde du fait de sa diversité (4 200
espéces, dont 800 especes endémiques), dont prés de 400 sont reconnues pour leurs usages
médicinaux ou aromatiques et leur potentiel de développement, et sont particulierement adaptées

a I’exploitation [32].

En 2016, le Maroc est le 12eme exportateur mondial de plantes aromatiques et médicinales. Le
potentiel d'expansion sur le marché mondial estimé a 15 milliards de dollars américains est a

étrangler [32].

Il y a prés de 130 exportateurs de PAM au Maroc, et ce nombre est en croissance, mais étant
donné que le potentiel du marché est encore relativement faible. Avec le développement continu
de ce secteur, l'agence gouvernementale chargée de la protection des foréts et des paturages
nationaux est confrontée a un défi de taille : comment protéger la biodiversité et protéger les
ressources naturelles du Maroc, tout en créant un environnement ou la population rurale peut
participer. Regroupement spontané d'activités de croissance économique en milieu naturel pour
améliorer leurs moyens de subsistance, tout en augmentant la valeur ajoutée du développement

de la PAM au niveau national [32].

6. Développement des PAM au Maroc

Pour comprendre les raisons du succes de I'entreprise, il est nécessaire de préciser sa mission et

son modele d'organisation [33].
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e Historique : Les Arémes du Maroc est un fournisseur de longue date de la parfumerie
fine dans le monde et jouit d'une réputation internationale depuis plus de 70 ans, grace a

une étroite collaboration avec des maitres professionnels [33].

e Mission : Par le contrdle qualité de l'intégration verticale, réunir en permanence les

meilleures conditions pour répondre au mieux aux exigences des clients [33].
e Organisation : Les Ardmes du Maroc sont divises en 3 SBU (Strategic Business Units) :
v Production agricole : plantation, culture et récolte de matieres premiéres agricoles.
v" Production industrielle : transformation des matériaux de production.

v" Commercialisation.

FENUGREC (Trigonella foenum-graecum)
1. Description genérale de la Trigonelle foenum-graecum
Nom scientifique : Trigonella foenum-graecum.

Noms communs : Fenugrec, senegrain, trigonelle.

Nom vernaculaire arabe : Halba.

Nom anglais : Fenugreek.

Famille : Fabaceae/Fabacées.

Genre : Trigonella.

Ingrédients actifs : Saponines de furostanol, 4-Hydroxyisoleucine, Trigonelline [15].

Spécifications : 4-Hydroxyisoleucine (5-98%), Saponines de furostanol (50%), Trigonelline (60-
98%) [15].

Origine : Afrique du Nord, Moyen-Orient et Inde.
Répartition géographique : Europe méridionale, Afrique du nord, Asie.

Type : plante herbacée.

ETTALAKI Hajar GC2021




Figure 2 : image des feuilles et graines du fenugrec

2. Composition de fenugrec

La graine de fenugrec est une épice trés riche d’une grande quantité de protéines (plus de
30%selon la qualité de la graine), mais aussi en antioxydants, en vitamines et en minéraux
facilement bio-assimilables. Tres nourrissant, le fenugrec contient de bonnes quantités de
phosphore, fer, soufre, magnésium, calcium, mais aussi des vitamines A, B1, C, de I’acide
nicotinique, des alcaloides, des lipides (20%), des glucides (10%). De plus les graines de
fenugrec contiennent des saponines dont des saponines stéroidiennes, qui participent tres
efficacement au bon fonctionnement des hormones sexuelles, de plusieurs glandes endoctrines, a
la synthése du cholestérol, a la réduction du diabéte, et qui sont entre autre, a I’origine de ses

grandes propriétés stimulantes de I’appétit [5].
3. Les propriétes de fenugrec

En usage interne et due a la richesse glucidique et protidique de sa graine, le fenugrec posséde

une valeur alimentaire évidente, favorise la prise de poids, il est indiqué dans :

- Le manque d’appétit.
- Lamaigreur.

- L’amaigrissement.

- L’anorexie.

- Ladénutrition chez les personnes agées, les malades ou chez les convalescents.
La graine de fenugrec est :

- Stimulante neuromusculaire et du métabolisme général.
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- Stimulante des fonctions digestives.

- Apaisante en cas de fiévre.

- Régulatrice des sécrétions pancréatiques, notamment celle de I’insuline.
- Tonifiante.

- Anti-inflammatoire.

Grace a la présence de fer dans sa composition, il combat I’anémie. Il joue le role d’un stimulant
du métabolisme qui aide a réguler le diabéte et I’hypotension artérielle. On le prescrit
principalement dans les cas d’anorexie ou bien de maigreur nerveuse ou métabolique, car il

favorise la reprise de poids. Il est efficace pour les troubles nutritifs.

Le fenugrec permet une prise de masse plus rapide chez le sportif, associé a une alimentation

conséquente et a un entrainement approprié, tout en limitant 1’exces de gras [7].

I1 est utile a la production du lait maternel, outil de maintien de I’équilibre du taux de sucre et du

taux de cholestérol [24].

En usage externe, le fenugrec est utilise dans le traitement des inflammations locales, des

furoncles, abces, durillons et eczéma [7].
4. Les bienfaits du fenugrec

Au regard de ses propriétés, le fenugrec peut étre assimilé a un adaptogeéne. 1l va étre garant du
maintien de la vitalité, grdce notamment a son action antioxydant. C’est une plante prisée des
sportifs, pour la récupération ou pour les problemes de croissance [6]. Par exemple, en Chine, le
fenugrec est donné réguliérement aux chevaux pour augmenter leurs performances sportives et

leur endurance et leur donner une bonne vitalité [5].

Gréace a la richesse des graines de fenugrec en substances mucilagineuses en fait également un

précieux allié pour calmer les inflammations digestives et apaiser celles des voies respiratoires

[8].

Le fenugrec a été fortement étudié dans les problématiques de diabéte. Dans une étude menée
chez des patients présentant un diabete de type 1, prise de poudre de fenugrec est suivie d’une

diminution du taux de sucre dans les urines [8].

Chez des diabetiques de type 2, il a éte démontré que la glycémie diminuait aprés la prise de
poudre de fenugrec [6].
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Pour stimuler I’appétit, il y a différentes solutions chimiques qui peuvent étre proposées aux
personnes qui souhaitent prendre du poids et retrouver un appétit normal. Le fenugrec peut tout a
fait tenir ce role. On les utilise dans le cadre des traitements de 1’anémie, de ’anorexie et des
troubles digestifs. En agissant sur certaines hormones, il peut stimuler 1’appétit et aider les

personnes qui ont besoin de reprendre du poids [9].
5. Precautions d’emploi du fenugrec

I1 existe des précautions d’emploi a respecter pour éviter de créer des problémes a 1’organisme

en utilisant cette substance.

Les graines de fenugrec sont utilisées dans certains cas pour provoguer des contractions utérines
et permettre & une femme enceinte d’accoucher facilement. De ce fait, par précaution, il est
recommandé aux femmes enceintes d’éviter de consommer du fenugrec dans les quantités qui
dépasseraient les doses alimentaires habituelles. Cela permet d’éviter tout risque éventuel de

« fausse couche » [10] ...

Une surconsommation de fenugrec engendre généralement des pulsions sexuelles parfois trop
fortes, mais qui peuvent rester controlées si 1’alimentation en parall¢le est basée en grande partie

sur des fruits, des légumes et des plantes médicinales [11].

Un surdosage peut par ailleurs engendrer des réactions allergiques qui se traduisent par un

encombrement nasal, de la toux ou le visage qui enfle [9].

Pour les diabeétes, il est préférable de prendre conseil auprés de leurs médecins au préalable.

L’automédication en cas de diabéte peut causer des graves problemes [10].
6. Principaux pays producteurs du fenugrec

Les principaux pays producteurs de fenugrec sont I'Inde, le Maroc, I'Egypte, I'Ethiopie et la
Turquie. Il est difficile d'enregistrer la date de production du fenugrec car dans la plupart des

données de production, le fenugrec est associé a d'autres épices a graines.

Ces dernieres années, I'Ethiopie est en train de devenir le deuxieme plus grand producteur de

fenugrec.

L'Inde est le plus grand producteur des graines de fenugrec dans le monde.
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7. Marché commercial international de fenugrec

Il est trés difficile de calculer le commerce international du fenugrec, car la plupart des
statistiques/données publiées par les différentes agences commerciales, le fenugrec avec d'autres

épices a graines comme le cumin, le fenouil et la coriandre [35].

Cependant, sur la base des estimations commerciales et des exportations de I'Inde qui est le
premier exportateur de fenugrec dans le monde, le commerce mondial de fenugrec est estimé a
environ 35 000 T. avec environ 63 % de I'approvisionnement provenant de I'Inde. Les principaux
importateurs de fenugrec dans le monde en termes de quantité sont UAE, la République arabe du
Yémen (YAE), le Japon, I'Afrique du Sud, le Royaume-Uni, les Etats-Unis, I'Egypte,
Bangladesh, Arabie Saoudite, France et Allemagne, Malaisie, Pays-Bas et Népal [35].

Ainsi, I'Inde continue d'étre non seulement le plus grand producteur mais aussi le plus grand
exportateur de fenugrec. En 2011-12, I'inde a exporté 21800 T de fenugrec vers tous les

principaux pays [35].

Les principaux marchés du fenugrec exporté par I'Inde sont le Japon, UAE, Egypte, Bangladesh
et I'Afrique du Sud [35].

Conclusion

Les PAM au Maroc deviennent une thématique trés répandue dans plusieurs domaines, grace a la
diversité de ces espéces dans notre pays, les recherches scientifiques dans le secteur et I’intérét
des PAM dans I’industrie pharmaceutique, cosmétique et alimentaire. Cependant, malgré les
efforts, I'industrie est toujours confrontée a une série de restrictions, notamment celles liées a la

valorisation et a la commercialisation.

Alors, comment peut-on extraire les composants actifs contenus dans une matieére premiere

alimentaire ?

ETTALAKI Hajar GC2021




CHAPITRE 2 :

Méthodes d’extractions,
separations et analyses
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Introduction

L'extraction est un procédé de séparation en génie chimique et en chimie de laboratoire qui
consiste a extraire une espece chimique, c'est-a-dire prélever une ou plusieurs especes chimiques

d'un mélange solide ou liquide [28].

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase qui contient
la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette opération est
d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un solvant.
L’extraction est une étape nécessaire et présente dans de nombreux procédés de fabrication dans
les différents domaines industriels relevant de la pharmacie, de la cosmétique, de la parfumerie

et de I’agroalimentaire [25].

I. Meéthodes d’extraction

L’extraction est une opération qui consiste a récupérer une substance d'intérét contenue dans une
matiére premiére alimentaire, soit parce qu'elle est recherchée (arome végétal comme le safrole

dans la cannelle), soit parce qu'elle est indésirable (alcaloide comme la caféine dans le café) [27].
1. Méthodes d’extraction traditionnelles

On compte plusieurs méthodes d’extraction traditionnelles des plantes on peut trouver :

I’infusion, la décoction, la macération.
1.1. L’infusion

Cette technique est notamment nécessaire si 1’on utilise les parties fragiles, nobles de la plante

(telles que les fleurs, sommités fleuries) [22].

Elle consiste a verser de I’eau chaude sur les fleurs, les feuilles ou les herbes (tiges) des plantes
choisies. Ensuite il faut laisser reposer quelques minutes, par exemple : infusion du thé
(Fig.3)[23].
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Figure 3 : infusion du thé

1.2. La décoction

Elle est utile lorsque 1’on utilise les parties compactes, dures, ligneuses de la plante, qui cédent

difficilement leurs principes actifs (racines, rhizomes, écorces) [22].

La décoction consiste a faire bouillir pendant quinze minutes les tiges ou les racines de la plante,

dans de I’eau afin de les ramollir et d’extraire les principes actifs [23].

e

waieS e

Figure 4 : exemple de décoction

1.3. La macération

Ce procédé est utilisé pour les composés trés solubles a froid ou altérables a la chaleur. La
substance dont on veut extraire le principe actif est mis en contact avec un solvant pendant un
temps variable (plusieurs heures a plusieurs jours) suivant la nature de la drogue, a la
température ambiante. Le solvant peut étre différent suivant le but recherché (huile, alcool,
eau...) [22].
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On laisse tremper des fleurs, écorces ou racines de plantes dans de I’huile, de I’alcool ou de I’eau

a température ambiante pendant plusieurs heures (Fig.5) [23].

Figure 5 : macération huileuse de Romarin

2. Méthodes d’extraction modernes

De nos jours, il existe aussi des méthodes d’extraction plus modernes, mais qui servent
principalement a la création de médicaments phytothérapiques (gélules, sirop, cachet,..) et qui
s’utilisent en partie dans les pays développés (Fig.6), parmi elles on compte: le CO,

supercritique, la lixiviation, la distillation et I’extraction par solvant [22].

Figure 6 : exemple des médicaments phytothérapiques
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2.1. Le CO;supercritique

L’extraction au CO; supercritique est une méthode industrielle permettant d’extraire des
principes actifs en utilisant CO, a une température et une pression qui lui permettent d’atteindre

un état intermédiaire entre la phase liquide et la phase gazeuse [22].

La substance dont on veut extraire les principes actifs est placée dans un extracteur traversé par
un flux de CO;, qui lui se trouve a 1’état supercritique (entre gaz et liquide). Le fluide se charge
en compose extrait, puis il est détendu, passe en phase gazeuse et se sépare du composé extrait.

Ce dernier est recueilli a I’état liquide (ou pateux) dans un séparateur [22].

L’utilisation du CO, supercritique présente de nombreux avantages : le CO2 est chimiquement
inerte, naturel et non toxique, il remplace ainsi avantageusement de nombreux solvants soumis a
des réglementations de plus en plus séveres, les extraits et raffinats obtenus n’ont pas des
solvants résiduels, il a a la fois le pouvoir de pénétration d’un gaz et le pouvoir d’extraction d’un

liquide, enfin le CO; ne laisse pas de trace résiduelle sur les matériaux traités.

Mais, il existe tout de méme des inconvénients a cette technique. Le col(t des équipements
qu’elle nécessite est ¢élevé ce qui constitue un frein au développement industriel de cette

technologie [22].

L’extraction au CO, supercritique est un procédé ultra-moderne, permettant d’obtenir des
extraits d’une grande qualité (absence de solvant), et le caractére naturel (aucune altération des
principes actifs de la plante) en font une technologie d’avant garde par rapport aux procédés
traditionnels d’extraction (Fig.7) [22].
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Figure 7 : schéma du principe de I'extraction au CO2 supercritique
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2.2. La lixiviation ou percolation

La substance dont on veut extraire le principe actif est pulvérisée, réduit en poudre, et placée
dans appareil appelé lixiviateur. Elle est ensuite traversée lentement par un solvant (eau ou alcool
en géneéral). La macération dure environ un a quatre jours. La lixiviation proprement dite
consiste a laisser s’écouler le solvant chargé en principes actifs selon une vitesse précisée par la
pharmacopée selon les substances utilisées. On continue de laisser s’écouler le solvant a travers
la poudre jusqu’a ce que I’extractif (solvant chargeé en principes actifs) ne contienne que du

solvant pur [22].

Cette méthode respecte la totalité des principes actifs mais dure assez longtemps et nécessite
d’étre minutieux sur la taille de la poudre utilisée, elle ne doit étre ni trop grossiere (temps

d’extraction rallongé) ni trop fine (colmatage avec le coton) (Fig.9) [22].

Il existe aussi la lixiviation a chaud, effectuée un appareil de SOXHLET, qui permet de réduire

le temps de contact nécessaire (Fig.8) [22].

Solvant

<+
Droques
ol \?ﬂj&s)/

Lixiviateur D oTuerisdes

Robinet

Figure 9 : schéma du principe de lixiviation a froid Figure 8 : I’appareil de SOXHLET

2.3. La distillation

Pour extraire les differents principes actifs volatils des plantes, on peut utiliser aussi la
distillation a la vapeur. Cette derniére peut étre employée pour des corps dont les températures

d’ébullition sont basses, et qui s’altérent facilement sous I’action de la chaleur [22].
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La substance dont on veut extraire les principes actifs est placee dans un alambic. De la vapeur
est injectée sous pression dans cet alambic ; qui lui est composé d’une chaudiére, dans laquelle
I'eau est chauffée et vaporisée ; d’un condenseur, dans lequel la vapeur se refroidit et se
condense ; et d’un récepteur (réservoir) qui réceptionne les gouttes de liquide qui se forment sur
les parois du condenseur. La chaleur dégagée vaporise I'eau qui quant a elle distille les plantes. A
la fin de la condensation, dans le condensateur, la vapeur d’eau est devenue de I’eau et au-

dessus surnage I’huile essentielle qui contient les principes actifs de la plante [22].

On peut dire que I’utilisation de produit phytothérapique et I’utilisation d’huiles essentielles sont
liees ensemble. En effet, une partie des médicaments phytothérapiques contiennent aussi des
huiles essentielles (Fig.10) [22].

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatigues

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +

huile essentielle

Chaleur ————a /

€L ¢
\uqumdr\f‘\f\

Essencier

Figure 10: schéma du principe de la distillation

2.4. Extraction par solvant (S)

L'extraction par des solvants volatils consiste a dissoudre la matiére odorante de la plante dans
un solvant que I'on fait ensuite évaporer. Cette technique pratiquée des le 18éme siécle avec de
I'éther, produit colteux et fortement inflammable, utilise de nos jours des solvants plus adaptés
comme I'hexane ou I'éthanol. Cette méthode est utilisée pour les plantes dont les substances

aromatiques risqueraient d’étre dégradées par la distillation [26].

Meéthodes de séparation ou purification

En chimie, la purification est la séparation de substances chimiques dans le but de décontaminer

des substances.
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Il existe plusieurs moyens de purification :

v La chromatographie

v’ L’électrophorése

v Lafiltration

v’ La centrifugation

1. Lachromatographie
1.1. Définition

La chromatographie est une méthode de séparation des constituants présents dans des melanges
variés. Elle sert en analyse pour purifier, identifier et quantifier des composées au sein
d’échantillons divers. Le principe de base repose sur les équilibres de concentration qui
apparaissent lorsqu’un composé est mis en présence de deux phases non miscibles, 1’une dite
stationnaire, est emprisonnée dans une colonne ou fixée sur un support et I’autre, dite mobile, se
déplace au contact de la premiere. Si plusieurs composés sont présents, ils se trouvent entrainés a

des vitesses différentes, provoquant leur séparation [16].

1.2. Types de chromatographie

Les méthodes chromatographiques peuvent étre classees [16]:

v Selon le support de la phase stationnaire en :
- Chromatographie sur colonne (HPLC, CPG, et les colonnes de silice).
- Chromatographie sur surface (chromatographie sur couches minces ou CCM,
Chromatographie sur papier).
v Selon la nature de la phase mobile en :
- Chromatographie en phase gazeuse (CPG).
- Chromatographie en phase liquide (CPL).
e Chromatographie sur couche mince (CCM).
e Chromatographie de partage centrifuge (CPC).

e Chromatographie liquide haute pression (ou performance) (HPLC).

Le choix de I’une ou I’autre de ces techniques dépend de la nature des composés a séparer et en

fonction de celle-ci, le choix de I’adsorbant utilisé [16].
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2. L’électrophorese

L’¢électrophorése est une technique de séparation permettant de déplacer des ions (molécules
ayant perdu leur neutralité électrique) sous 1’effet d’un champ électrique. Ceux-ci migrent vers
leur ¢€lectrode respective: Les anions migrent vers I’anode et les cations migrent vers la cathode.
Pour les molécules non chargées, il n’existe pas de migration. Du fait de leurs caractéristiques
propres et des conditions de 1’¢lectrophorése, la vitesse de migration et la distance parcourue

dans la matrice par ces ions different, ce qui permet leur séparation [16].
3. Lafiltration

La filtration est une méthode mécanique utilisée pour séparer un solide d’un liquide ou d’un gaz
en faisant passer le mélange par une membrane ou un chiffon fin, par 1’aide d’un entonnoir. La
filtration est un procédé de séparation permettant de séparer les constituants d’un mélange qui
possede une phase liquide et une phase solide au travers d’un milieu poreux. C’est une technique
trés utilisée que ce soit dans le domaine de 1’agro-alimentaire ou de la pharmacie ou par de
nombreuses espéces animales, principalement aquatique. L’utilisation d’un filtre permet de
retenir les particules du mélange hétérogene qui sont plus grosses que les trous du filtre
(porosité). Le liquide ayant subi la filtration se nomme filtrat, et ce que le filtre retient se nomme
un résidu [16].

Melange .
hétérogéne ** ¢q)id

\/ Filtre

Entonnoir

Erlenmeyer
Liquide

Figure 11 : schéma d’une filtration par gravité
4. La centrifugation

La centrifugation est une technique qui permet la séparation des composés d’un mélange en

fonction de leur densit¢ sous 1’action d’une force centrifuge. Elle permet de récupérer un
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précipité (culot) et un surnageant. Le mélange a séparer peut étre constitué de deux phases

liquides ou de particules solides en suspension dans un liquide [16].

Figure 12 : la centrifugation

Conclusion

Les besoins de I’industrie de produit qui répond a des spécifications données, nécessites une
extraction suivie d’une séparation préalable en différents constituants ou différentes fractions,
pour cela il existe des méthodes d’extraction et de séparations, décrit comme un ensemble des
procedes mécaniques et physique chimique permettent d’extraire et séparer les divers corps purs

formant un mélange.
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Chapitre 3 : Extraction
et analyse de la 4-
Hydroxyisoleucine
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Introduction

La 4-Hydroxyisoleucine est un nouveau dérivé d'acide aminé a chaine ramifiée dont la présence
a été démontrée dans les graines de fenugrec et qui pourrait expliquer les effets antidiabétiques
du fenugrec. La 4-OH-lle n'est présent que dans les plantes et est particuliérement abondant dans
les graines de fenugrec, ou il représente environ 80 % du contenu total des acides aminés libres
[29].

De nombreuses études animales et des essais préliminaires chez I'nomme ont montré que I'extrait
de graines de fenugrec la 4-Hydroxyisoleucine peut aider & maintenir des niveaux sains de sucre

dans le sang et de cholestérol dans le sérum chez les personnes atteintes de diabéte [30].

La 4-Hydroxyisoleucine est maintenant largement utilisée dans les industries nutraceutiques
comme un composé insulinotrope et anti diabétique [30].
I. Description et propriétés de la 4-Hydroxyisoleucine

1. Description général de molécule 4-Hydroxyisoleucine

Tableau 1 : Tableau descriptif de quelques caractéristiques de molécule 4-Hydroxyisoleucine.

Description de molécule

Formule chimique de molécule CeH13NO3

4-HYDROXY-L-ISOLEUCINE.
L-4-Hydroxyisoleucine.

Synonymes Acide (2S, 3R, 4S)-2-amino-4-hydroxy-3-
methylpentanoique.

Densité 1.240.1 g/cm3

Poids moléculaire 147.172

Température d’ébullition 331.6+32.0 °C 4 P=760 mm Hg
Température de fusion 223-224 °C
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Structure 2D : 07 ™ l

Figure 13 : structure 2D de la 4-Hydroxyisoleucine

2. Propriétes de la 4-Hydroxyisoleucine

La 4-hydroxyisoleucine est un acide aminé naturel non protéinogéne qui a €té isolé pour la
premiere fois a partir des graines de Trigonella foenum-graecum. Il a été prouvé qu’elle présente
une activité insulinotrope dépendante du glucose par les cellules pancréatiques dans des modéles
des diabetes de type 2. De plus, la 4-HIL n’induit pas d’effets secondaires tels que
I’hypoglycémie, qui survient pendant le traitement du DT2 [12].

La 4-HIL est un traitement utile et bien toléré de la résistance a 1’insuline, a la fois directement

comme hypoglycémiant et également comme agent protecteur du foie [19].

La 4-HIL n’a pas interagi avec d’autre agonistes de la sécrétion d’insuline (leucine, arginine,

tolbutamide, glycéraldéhyde) [20].

La 4-HIL a au moins 8 configurations stéréo, mais seul le (2S, 3R, 4S)-4-HIL présente une

activité biologique [20].

La (2S, 3R, 4S)-HIL est signalée comme un composé bioactif responsable de 1’activité
antidiabétique des graines de fenugrec, cet acide aminé n’est pas présente dans les tissus des

mammiféres mais seulement dans les plantes, en particulier dans 1’espéce Trigonella [13].

La 4-HIL active I’activité phosphoinositide 3 (PI3) kinase associée au substrat du récepteur de
I’insuline. La 4-HIL réduit les taux plasmatiques de triglycérides, d’acide gras libres et de
cholestérol [14].
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Extraction et separation de la 4-Hydroxyisoleucine par HPLC
1. Généralité

Selon les derniéres recherches, la propriété hypoglycémique est liée aux acides aminés de la

plante de fenugrec, en particulier la 4-Hydroxyisoleucine [17].

Une étude a eté faite sur I’enzyme du fenugrec impliquée dans la biosynthése de la 4-
Hydroxyisoleucine, qui est un acide aminé inhabituel connu pour son effet stimulant sur
I’insuline. La 4-Hydroxyisoleusine a été détectée par HPLC apres incubation de I’isoleucine avec

un extrait acellulaire de plantules de fenugrec [18].
Cela nous améne a un certain nombre d’étapes du processus :

2. Extraction et isolement des acides aminés
Les graines de la plante moulues et réduites en poudre (800 g) ont été macérées a I'éther de
pétrole (2 I, 24 h, 4 fois) et de I'éthanol 50% (1 I, 24 h, 4 fois), respectivement. Afin de
déterminer les acides aminés libres dans chaque extrait, un test ponctuel a été effectué en

utilisant papier de cellulose et de la ninhydrine comme réactif [36].

La présence d'acides aminés a été confirmée par des taches violettes sur le papier. Les résultats
obtenus a partir du spot test ont montré la présence des acides aminés uniquement dans l'extrait
d'éthanol. Afin de séparer les acides aminés de I'extrait d'éthanol, la méthode d'échange d'ions a
été utilisée. Dans un premier temps, la colonne (2,5 x 40 cm) a été lavée avec I'eau distillée (0,5
L) et le HCI 2 N (1 L), respectivement pendant 3 jours. Apres avoir acidifié la résine, de l'eau
distillée a été évacuée de la colonne jusqu'a ce que le pH de I'éluat devient neutre. Ensuite,
100ml d'extrait éthanolique ont été soumis a la colonne d'échange cationique et élué avec de I'eau
distillée (1 L) et de I'nydroxyde d'ammonium 1N (1 L), respectivement. Les fractions ont été
recueilli (100 ml chacune) lorsque le pH de I'élution est devenu alcalin. Un test ponctuel a été
effectué sur chaque fraction et les fractions contenant des acides aminés ont été mélangées
ensemble (fraction A) [36].

3. Identification et détermination quantitative de la 4-Hydroxyisoleucine

Afin d'identifier et de déterminer quantitativement de la 4-hydroxyisoleucine dans la fraction A,

la fraction (hydroxyde d'ammonium extrait) a été concentrée sous pression réduite [36].

Les acides aminés dans l'extrait séché ont été analysés en utilisant la dérivation OPA et la
technique HPLC.
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Dans un premier temps, différentes concentrations de la 4-hydroxyisoleucine dans de I'eau
distillée ont été préparées et 2uL de chaque solution ont été dérivée avec de I'OPA et ensuite
10ul de la solution finale injectée dans I'instrument HPLC (temps= 55 min, débit= 0.8 ml/min).
Aprés l'injection des solutions standards, 2 pl de solution d'échantillon (5 mg/ml) a été dérivee
avec OPA et injecté a HPLC de la méme maniére que les solutions standards. Trois répétitions
de chaque échantillon ont été injectées. La 4-hydroxyisoleucine dans I'échantillon a été identifié
en comparant le temps de rétention avec celui de I'étalon de référence et déterminée

quantitativement par courbe d'étalonnage de la 4-hydroxyisoleucine [36].

4. Résultats
Les chromatogrammes de la 4-hydroxyisoleucine et de I'extrait de fenugrec sont présentés dans
les figures 14 et 15. Comme il est observé dans la figure 14, il y a deux pics dans le
chromatogramme standard a des temps de rétention de 22,0 et 24,2 minutes qui sont liés aux

isomeres majeurs et mineurs de la 4-hydroxyisoleucine, respectivement [36].

Ces deux pics sont également observés dans le chromatogramme de [I'échantillon. Dans
différentes concentrations des solutions standards [36].

Le pourcentage de deux isomeéres dans les solutions standards et dans les solutions étalons et les
solutions d'échantillon est indiqué dans le tableau 2.

I

Figure 14 : chromatogramme HPLC de la 4-hydroxyisoleucine

s
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eutes

Figure 15 : chromatogramme HPLC de I'extrait de graines de fenugrec

Tableau 2 : Pourcentage d'isomeres majeurs et mineurs dans les solutions standard et les solutions

d'échantillon.
Concentration standard Isomere majeur Isomére mineur
(mg/ml) (%) (%)
0.07 81.8 18.2
0.10 82.3 17.7
0.20 74.0 26.0
0.33 66.0 34.0
0.50 70.6 29.4
1.00 64.1 35.9
1.50 62.0 38.0
Echantillon 96.0 4

5. Discussion
Les résultats obtenus a partir du chromatogramme HPLC des solutions standard montrent que le
pourcentage des isomeres majeurs et mineurs de la 4-hydroxyisoleucine est différent dans
chaque solution. Comme il est observé dans le tableau 2, dans les solutions standards, les deux
isomeres de la 4-hydroxyisoleucine sont convertis I'un en l'autre plus que dans la solution

échantillon. Cela peut étre di a la présence d'autres composés dans l'extrait vegétal qui
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empéchent le changement de I'isomere principal en isomere secondaire. Par consequent, dans la
détermination quantitative de la 4-hydroxyisoleucine par la technique HPLC, il n'est pas possible
de doser I'isomére majeur seul [36].

Le chromatogramme de I'échantillon montre qu'environ 61% des acides aminés acides présents
dans les graines de fenugrec sont de la 4-hydroxyisoleucine. D'autre part, la 4-hydroxyisoleucine
est le principal acide aminé acide dans les graines de la plante. De plus, les résultats obtenus par
la détermination quantitative de la 4-hydroxyisoleucine ont montré la présence de 0,4% de cet
acide aminé dans les graines séchées [36].

Conclusion

Selon les effets de la 4-hydroxyisoleucine tels que les propriétés antihyperglycémiques et
antihyperlipidémiques, le fenugrec peut étre considéré comme un remede a base de plantes dans
le traitement de soutien de ces troubles. Cependant, pour obtenir les effets thérapeutiques de la
graine de la plante, une grande quantité des graines est généralement nécessaire, ce qui peut
entrainer des difficultés telles que des troubles gastro-intestinaux. Par conséquent, il est
préférable de dégraisser et de désamériser les graines et d'utiliser un extrait contenant des acides

aminés, en particulier la 4-hydroxyisoleucine.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail visait la mise au point d’une revue bibliographique sur I’extraction de la

4-hydroxyisoleucine a partir de la plante Trigonella foenum-graecum.
Nous avons effectué une recherche bibliographique qui porte sur quelques axes principaux :

Le secteur des PAM au Maroc s'agit d'une industrie vaste et diversifiée. Le nombre d'espéces
vegetales qu'il peut couvrir et ses destinations de production sont trés larges. Par rapport aux
autres grandes productions agricoles, le poids économique de la filiere PAM est relativement
faible. C'est donc un département particulierement sensible a l'imprévisibilité des débuts

internationaux.

Parmi les PAM on trouve le fenugrec (trigonelle foenum-graecum), qui est connue par ses
propriétés médicinales, thérapeutiques et nutritionnelles tres importantes vu les utilisations
traditionnelles et les activités pharmacologiques des composés phytochimiques présents dans les

extraits des graines de cette plante.

Et pour extraire les substances actives et importantes a partir des plantes aromatiques et
médicinales en générale, et la 4-hydroxyisoleucine a partir des graines de fenugrec en particulier,
il est nécessaire de suivre un ensemble d’opérations d’extractions, de séparations et d’analyses

qui évoluent avec les années afin de satisfaire les besoins du marché national et international.

La 4-hydroxyisoleucine est un acide aminé naturel non protéinogéne isolé a partir du fenugrec,
aprés macération avec 1’éthanol et puis 1'identification et la détermination quantitative de la 4-
hydroxyisoleucine en utilisant la technique HPLC, les résultats obtenus ont montré la présence
de 0,4% de cet acide aminé dans les graines séchées, et la majorité des acides aminés présent

dans le fenugrec sont sous forme de la 4-hydroxyisoleucine.
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