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Introduction

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies
de ’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité.

Ces dernieres années ont vu un débordement d’information sur le stress oxydatif dans le
déclenchement de certaines maladies graves (cancers, maladie cardio-vasculaire...etc.) et
I’action thérapeutique de ces composés phénoliques sur ces pathologies. Ces composés
connaissent un intérét croissant pour des applications dans les industries agroalimentaire,
cosmétique et pharmaceutique [1].

L’extraction brute, naturels de ces composés et 1’isolation a partir d'espéces de plantes
utilisées en médecine traditionnelle peuvent étre des ressources de nouveaux médicaments
[2]. Ce qui fait que les plantes sont des réservoirs de molécules bioactives encore peu
explorées. Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une immense
source des composés phénoliques (acide phénolique, flavonoides, flavonols, tannin
condensé...) [2].

La quantité et la qualité des polyphénols dans les végétaux peuvent varier sensiblement en
fonction des différents facteurs. Une série de facteurs est liée a la culture et la génétique des
plantes, aux pratiques agricoles, a la fertilité du sol, aux conditions climatiques, a la présence
de ravageurs et les moyens de lutte contre eux. Une autre série de facteurs prennent leurs
origines au moment ou la plante quitte la ferme ou elle a été cultivée et est acheminée vers le
consommateur. Les facteurs liés a la conservation et a la préparation des aliments ont
également une incidence importante sur le taux de ces substances [3].

Les composés phénoliques peuvent étre isolés facilement a partir d’un tissu végétal par la
méthode d'extraction mais cette procédure est influencée par plusieurs parametres tels que : la
nature chimique de ces composés, la méthode d’extraction utilisée, la dimension des
particules d’échantillon et le temps d’extraction. Une autre difficult¢é a prendre en
considération est la susceptibilité des polyphénols a I’oxydation. Chaque matériel végétal a
ses propriétes spécifiques en termes d’extraction de ces composés [4].

Vu la diversité de composition et les différentes sources naturelles des polyphénols, un
protocole d’extraction universel de ces composés n’est pas conseillé, et des processus

spécifiques et optimisés doivent étre désignés pour leur extraction [5].



Plusieurs model mathématiques ont été élaboré pour mieux gerer les interdépendances de ses
variables [5], parmi ces model ; la méthode de surface de réponse (MSR) est largement
utilisée dans les études d’optimisation des multi variables dans différents processus chimiques
et biotechnologiques [3].

Notre étude porte sur un végétal Méditerranéen tres réputé en Algérie, Pistacia atlantica plus
communément connu sous le nom d’elboutma qui est une plante xérophyte qui produit des
fruits et galles comestible et du fourrage pour le bétail, ses raquettes sont riches en éléments
nutritifs et en composés phénoliques qui jouent un role primordial dans la prévention de
nombreuses maladies [6].

Le présent travail a pour objectif d’optimiser les facteurs agissant sur le procédé d’extraction
assistée par ultrason des composés phénoliques des galles du P.atlantica, afin de chercher les
valeurs optimales de ces facteurs permettant de maximiser le rendement de 1’extraction aussi
bien que le taux des composés phénoliques.

Ce travail a été accomplit en utilisant la méthodologie des surfaces de réponse qui nous a
permis de faire une étude d’optimisation du procédé d’extraction de compose phénoliques par
sonication et de trouver un point optimal pour 1’extraction assistée par ultrason et qui a été
validé statistiguement.

Afin de répondre a cette problématique, notre travail est devisé en trois parties. Dans la
premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques sur la
méthodologie des surfaces de réponse et la plante. Nous développerons dans la deuxiéme
partie le matériel et ’ensemble des techniques et méthodes utilisées pour 1’extraction des
composes phénoliques a partir des galles du pistachier de 1’Atlas, le dosage colorimétrique
(des composés phénoliques et des flavonoides) et les activités antioxydants (tests au DPPH).
La troisiéme partie sera consacrée aux résultats obtenus au cours d’optimisation de
I’extraction des composés phénoliques & partir des galles du P. atlantica par ultrason en
utilisant la méthode de surface de réponse (MRS) développée par le plan de Box Behnken
(BBD).

Une conclusion générale est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux résultats
obtenus. Ces derniers pourraient stimuler d’autres travaux de recherche dans le sens de servir

et de valoriser le patrimoine national dans le domaine des plantes médicinales.
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I. Introduction

Historiquement, 1’extraction solide-liquide appelée aussi 1’extraction par solvant est 'une des
opérations unitaires les plus anciennes. Accomplie couramment a la maison ou elle
s’apparente directement a la réalisation du café quotidien, elle est aussi trés employée en
industrie particulierement en hydrométallurgie (dissolution sélective de minerais ou
lixiviation) et dans I’industrie agroalimentaire et des cosmétiques (sucre de betteraves, huiles,
et essence naturelles.....).

Dans les processus d‘extraction et de séparation de molécules spécifiques (molécules actives)
présentes dans un milieu solide, I’opération fait souvent appel, d‘un point de vue
technologique, a la diffusion au sein du solide d‘un fluide (liquide) porteur, dit solvant
d‘extraction ; I‘extraction se présente ainsi comme une interaction solide — liquide.

Cependant, le solvant, capable de « mettre en solution » un ou plusieurs composants solides,
cristallisés ou liquides, dénommé soluté [7], génere une solution ou un extrait (solvant +
soluté). Le transfert de ces molécules actives recherchées, vers le milieu extérieur a lieu gréace
a une diffusion ayant pour élément moteur le gradient de concentration en soluté entre la
solution au voisinage intime de la phase solide (plus concentrée) et la phase liquide. A la fin
de 1‘opération, le systéme tend vers 1°‘équilibre et la diffusion est quasi nulle. Par contre si la
phase liquide est continuellement renouvelée, la diffusion se poursuit jusqu‘a épuisement de
la phase solide [8].

A la fin de I’opération, le solide épuise, appelé résidu, inerte ou insoluble, contient trés peu ou
pas de soluté. En régle générale, c’est la solution qui constitue la phase noble, mais il se peut
que ca soit le résidu solide insoluble qui présente la vraie valeur économique [9].

L’ extraction est une opération ancienne utilisée pour retirer des plantes et de certains organes
d’animaux, des produits alimentaires, pharmaceutiques ou odoriférants, sous formes de
breuvages, drogues ou parfums. Les solvants utilisés dans ces proceédés de séparation des

produits végétaux sont généralement 1‘eau, les alcools, les solvants organiques et/ou chlorés,

Les opérations d‘extraction solide-liquide regroupent plusieurs méthodes différentes
consistant toutes a faire interagir le solvant sur le matériau solide afin de dissoudre ses
composants solubles.

I.1. La percolation : consiste a laisser couler un solvant (généralement tres chaud) sur un lit

de solides finement divisés. La préparation du café reléve de cette opération [10].



I.1.1. La décoction : est I’opération dans laquelle le solide est plongé dans le solvant liquide
mis en ébullition. 1l s'agit d‘une opération brutale qui doit étre réservée a l‘extraction de
principes actifs non thermolabiles. Elle est cependant tres rapide et parfois indispensable [10].
1.1.2. L’infusion : est une décoction durant laquelle le solvant est chauffé sans étre mie en
ébullition, suivie du refroidissement du mélange. La préparation du thé est 1°‘exemple type de
cette opération [11].

1.1.3. La maceération : est une infusion dans un solvant a froid. L’opération bien que
généralement longue et a rendement souvent médiocre, est la seule méthode utilisable dans le
cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles. Pour étre efficace, une macération,
peut durer de 4 a 10 jours environ ; ceci peut présenter quelques inconvénients, en termes de
fermentation, ou de contamination bactérienne notamment si le solvant utilisé est I’eau.

Ces phénomeénes peuvent entrainer une dégradation rapide des molécules actives. En vue
d’éviter ou de réduire ces inconvénients, la macération peut étre opérée dans un récipient
couvert, le tout a I’abri de la lumiére et, dans certains cas, maintenue dans un réfrigérateur
[11].

Faire écouler
le solvant

Plonger le Elution | Percolation |

solide dans | ;; |

e B O e T ——S————————————

» Températur
Tambiante Tchauffage Téputtition solvant

Figure n°1: Schéma des différents modes d’extraction en fonction de la température et du
contact avec le solvant [11].

I.1.4. La digestion : est une macération a chaud. Cette opération et la macération sont
utilisées particulierement en pharmacie et en parfumerie. Il s’agit Ia d’‘une opération plus
rapide que la précédente, ne posant généralement aucun probléme de conservation ni de

contamination bactérienne [11].



1.1.5. L’élution : consiste a enlever un soluté fixé a la surface d’un solide par simple contact
avec un solvant. Elle est fréeqguemment utilisée dans les méthodes d’analyse [10].

1.2. Extraction des composés phénoliques

L'extraction des composés bioactifs a partir des matrices végétales utilisant des solvants,
constitue une étape importante dans la fabrication des produits riches en composés actifs
divers. De ce fait plusieurs études ont été proposées on utilisant différente techniques, a savoir
» extraction conventionnelle (liquide /solide, liquide/ liquide)

» extraction moderne (micro-onde, ultrason)

1.2.1. Extraction assistée par micro- ondes

Les micro-ondes peuvent pénétrer les matiéres biologiques et agir sur les molécules polaires
telles que I'eau pour leur communiquer un mouvement de fluctuation ce qui se traduit donc
par une augmentation de la température de la matiere en question a la profondeur de
pénétration. L extraction assistée par Micro-ondes (EAM) offre un transfert rapide d'énergie
et un chauffage simultané de 1°‘ensemble « solvant et matrice végétale solide ». En absorbant
I'énergie des microondes, l'eau présente dans la matrice végétale favorise la rupture des
cellules facilitant ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et améliorant leur
extraction [12].

1.2.2. Extraction par les ultrasons

le’me

L’ultrason a été considéré comme une technique innovante et prometteuse du 2 siecle,

avec de nombreuses applications dans l'industrie pharmaceutique, cosmétique, chimie et
domaines alimentaires depuis la seconde moitié du 20°™ siécle.

Les ultrasons peuvent étre appliqués soit au niveau du laboratoire ou a 1’échelle industrielle.
De nombreuses installations industrielles ont appliqué avec succes cette technique dans la
transformation des aliments, la conservation et 1'extraction d’une maniere plus avantageuse
que les procédures classiques [13].

Les applications de l'ultrason proviennent principalement de leurs effets physiques, il permet
I'utilisation des conditions plus douces sur un temps de traitement plus court par rapport aux
techniques classiques, ce qui se traduit par des produits de qualité améliorée avec un codt
inférieur.

En outre, l'ultrason est utilisé dans les procédures d'extraction assistée dans une large gamme
de matrices pour d'autres applications directes ou indirectes des composes cibles.

Les avantages proposés d'extraction assistée par ultrasons comprennent l'amélioration des
taux global d'extraction et le rendement, possibilité d'utilisation des solvants alternatifs et

I'amélioration de I'extraction de composés sensibles a la chaleur. [1



1.2.2.1. Principe de I’ultrason
Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui nécessitent un milieu élastique de propagation.
Ils se différent des sons par la fréquence de I'onde. Les fréquences audibles pour les étres
humains sont comprises entre 16 et 20 kHz, tandis que les fréquences ultrasonores vont de 20
kHz a 10 MHz. A partir de cette large gamme de fréquence, deux groupes principaux sont
distingués et les deux sont utilisés dans I'industrie alimentaire : ultrasons de diagnostic et de
puissance [13].
Les principaux parameétres physiques qui caractérisent les ultrasons sont la puissance (W), la
fréquence (Hertz) et la longueur d'onde (cm) a partir de laquelle I'intensité ultrasonique (1) est
calculée en (W cm™).
v’ L’ultrason diagnostique (également appelé ultrasons a haute fréquence) compris entre
2 et 10 MHz (1 <1W.cm-?) est utilisé dans de nombreux domaines tels que I'imagerie
médicale ou méme pour la détection des défauts (Inspection de cautionnement pour les

plastiques).

v L’ultrason de puissance conventionnel (appelé aussi ultrason a basse fréquence) vont

de 20 kHz & 100 kHz (1 > 1 W.cm™) [12].
Une gamme étendue est utilisé dans la chimie sonore (20 kHz a 2 MHz) et dans cette gamme,
I'échographie est capable de produire des effets physiques et / ou chimiques dans le milieu
afin de faciliter ou d'accélérer les réactions chimiques ou méme pour d'autres applications

dans l'industrie (découpe, soudage plastique).

—{ Human hearing }

*16 Hz - 18 kHz
Infrasounds Sounds Ultrasounds —{mm }»
-« T S— > — — 20 khz - 100 kHz

0 10 10? 10? 10t 10° 10¢ 10’
A b b & b & & B ) _"
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*2 MHz—- 10 MMz

Figure n°2 : gammes de fréquence des ondes sonores
Une faible puissance et haute fréquence des ultrasons est un moyen non destructif de gagner
des informations structurels et / ou chimiques, sur le milieu utilisé.
Les principaux effets des ultrasons dans un milieu liquide sont attribuées aux phénomeénes de
cavitations qui sont émis a partir des processus physiques qui créent, agrandissent et implosent

des micros bulles de gaz dissous dans le liquide. Les molécules qui constituent le liquide support



sont maintenues ensemble par des forces d'attraction et comme une vague d’ultrasons passe par un
milieu élastique (Figure n° 3). Il induit un déplacement longitudinal de ces molécules, agissant
comme un piston sur la surface, résultant d'une succession de phases de compression et de
raréfaction [13-15].

Sound wave

=

molecules into the medium

Compression
waves going
through the

medium

Figure n°3 : Cycles de compression et raréfaction induits par les ondes sonores

L’extraction par ultrason a été prouvée pour accélérer 1'extraction par solvant des composés
bioactifs a partir de plante [16]. Elle offre beaucoup d’avantages tels que la réduction des
solvants, de la température et du temps d'extraction, ce qui est trés bénéfique pour I'extraction
de composés thermolabiles et instables [16]. En plus des facteurs mentionnés au-dessus
d’autres peuvent également influencer I'efficacité de I’extraction, le rendement des
polyphénols et I’activité antioxydante tels que le temps d'extraction, la température
d'extraction et le rapport solide-liquide. Ainsi, il est nécessaire d’optimiser ces paramétres
pour obtenir le maximum de ces composés phénoliques [17].

Traditionnellement, I’optimisation a été réalisée en variant un seul facteur a la fois, les autres
restés constants. Cette méthode était laborieuse, couteuse et lente, y compris qu’elle ne mettait
pas en considération les interactions de divers facteurs [17], donc ne représentait pas les effets
complets des parameétres sur la réponse [18]. La methode des surfaces de réponse (MSR) peut
surmonter ces difficultés [17]. En outre, MSR nécessite un nombre réduit d'expériences et
moins de temps et de travail. La méthodologie de surface de réponse a été utilisée avec succes
pour modéliser et optimiser I'extraction de composés phénoliques de différentes sources [19].
De nombreux modeles ont été exploités pour I’optimisation de 1’extraction tels que le plan

factorielle compléte, plan de Plackett-Burman, plan de Taguchi, plan composite centré (CCD)



et plan de Box-Behnken [20]. Parmi ces options,le plan Box-Behnken (BBD) est couramment
utilisé pour optimiser I'extraction de constituants bioactifs [21].

1.3.1. Méthodologie des plans d’expériences

Dans toutes les disciplines, il est fréquent d’étudier un phénomene dépendant de différents
parametres. La méthode intuitive n’est pas toujours la meilleure et qui consiste généralement
a fixer le niveau de toutes les variables sauf une et de mesurer la réponse pour plusieurs
valeurs de la variable mobile.

1.3.1.1. Principe

Un plan d’expérience consiste en la mise en ceuvre organisée d’un ensemble d’unités
expérimentales de maniére a révéler les effets de différents traitements, tel que comparer les
effets de quatre antibiotiques sur une souche bactérienne [22].

La méthode d’expérimentation choisie doit faciliter I’interprétation des résultats, et minimiser

le nombre des essais sans toute fois sacrifier la qualite.

La théorie des plans d’expériences assure les conditions pour les quelles la meilleure

précision

possible avec le minimum d’essais sont obtenus, afin d’avoir le maximum d’efficacité avec le

minimum d’expériences et par conséquent le colit minimum [22].

1.3.1.2. Terminologie
Avant d'entamer ['élaboration du plan d'expérience, la connaissance d'une certaine

terminologie qui lui est associée revét une importance primordiale :

1.3.1.2.1. Facteur
On appelle facteur un ensemble de traitements de « méme nature » liés par une similitude

logique et mutuellement exclusif. Ces différents traitements sont nommeés modalités ou encore
niveaux [23]. Les facteurs peuvent étre quantitatifs, lorsqu’ils sont naturellement exprimés a
’aide de valeurs numériques (pression, température, durée, etc.) ou étre qualitatifs dans le cas
contraire (couleur, type de matériau, sexe, etc.) La variation de facteur entraine le changement
de niveau. La connaissance de 1’ensemble de tous les niveaux utilisés par chaque facteur est
nécessaire pour la réalisation des expériences [23].

1.3.1.2.2. Réponse
La réponse de facteur, est la grandeur observée pour chaque expérience réalisée, qui doit étre

numerique et prise une seule fois au cours d’une observation [24].
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Figure n°4: L’ensemble des réponses qui correspond a tous les points du domaine d’étude

forme la surface de réponse.

1.3.1.2.3. Espace expérimental
Le domaine de variation du facteur ou le domaine du facteur est I'ensemble de toutes les
valeurs que peut prendre un facteur entre les niveaux bas et haut. Par convention, le niveau

bas est souvent noté par (1) et le niveau haut par (+1) [24].

Domaine du facteur

I l I Facteur 1
| 1 .
-1 +1

NivealTl bas Niveau haut

Figure n°5 : Représentation graphique d’un domaine du facteur

L’existence d’un second facteur, est représentée également, par un axe gradué et orienté, dont
ces niveaux et son domaine de variation sont définis. Ce second axe est disposé
orthogonalement au premier, ainsi un repére cartésien est obtenu, qui définit un espace

euclidien a deux dimensions, qui est appelé I'espace expérimental [24].



Facteur 2

Espace expérimental

Facteur 1

Figure n°6 : Espace expérimental défini par la réunion des domaines des différents facteurs

1.3.1.2.4. Domaine d’étude
Le regroupement des domaines des facteurs définit le domaine d'étude, qui est la zone de

I'espace expérimental choisie par I'expérimentateur pour effectuer les essais. Une étude,
ensemble de plusieurs expériences bien définies, est représentée par des points répartis dans le

domaine d'étude [24].

Facteur 2
Domaine d'étude
+1 |
o !
L ]
b °
Tt "

-1 +1 Facteur 1

Figure n°7 : Représentation schématique d’un domaine d’étude.

1.3.2. Méthodologie des plans d'expériences

1.3.2.1. Recherche des facteurs influents

Cette étape consiste a répondre a un ensemble de questions concernant I'influence des facteurs
considérés sur le phénomene étudié, parmi tous les facteurs susceptibles d'influer sur la
réponse, lesquels ont une influence significative et que vaut cette influence, et également de
définir les interactions entre les facteurs. Une fois les facteurs influents sont bien déterminés

et leurs influences est quantifiées, une modélisation est nécessaire [25].
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1.3.2.2. Modélisation

Dans cette phase, s’effectue la recherche et la détermination de la forme graphique (linéaire,
courbe, etc.), de l'influence définie dans 1’étape précédente, et la représentation de I'équation
mathématique régissant, avec une précision donnee, la variation du phénomene en fonction
des facteurs influents. La modélisation d'une réponse se réalise en choisissant des points
expérimentaux, dont le nombre est au moins égal a la somme des effets, des interactions et
des effets quadratiques. Ainsi, une matrice de n lignes et k colonnes, ou n est le nombre
d'expériences et k est le nombre des effets, est définie [25].

1.3.2.3. Optimisation

Une fois, la détermination de la forme graphique et analytique de la réponse est réalisée, il est
primordial de chercher les conditions expérimentales donnant le meilleur résultat. Cette étape
nécessite préalablement une connaissance assez profonde du phénomene étudié [25].

1.3.3 Plan de Box-Behnken a trois facteurs

1.3.3.1. Définition du plan de Box- Behnken

Ce sont des structures symétriques dans les quelles chaque facteur prend trois niveaux. lls
sont la combinaison de plans factoriels a deux niveaux, avec des blocs incomplets équilibrés
suivant un arrangement particulier avec plusieurs essais au centre du domaine expérimental
[24].

1.3.3.2. Description du plan

Les points expérimentaux sont placés au milieu des arétes du cube. Cette disposition a pour
conseéquence de placer, les points expérimentaux a égale distance du centre du domaine

d’étude, sur une sphére [25].

6 ()
. -/
+ : T 8
¢ T
: 3
Facteur 3 Q O C) <> ’
1() . 13215 2
(5) ______ oY B .
_ - QO iAeurz

- > +

Facteur 1

Figure n°8: lllustration du plan de Box-Behnken pour trois facteurs.

Un cube possede 12 arétes (12 essais), aux quelles sont ajoutées trois points au centre du

domaine d’étude suivant les conseils de Box et Behnken. Les points situés au centre d’une
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aréte pour conséquence de placer, les points expérimentaux a égale distance du centre du
domaine d’étude, sur une sphére [25].

Les points situés au centre d’une aréte prennent pour coordonnees (0, 1, £1) [24]. Les plans
de Box-Behnken a trois facteurs contiennent donc 15 points expérimentaux, étant sur une

sphére, dont le critére d’iso-variance par rotation sera respecté [24].

Tableau 01: La matrice expérimentale du plan de Box-Behnken pour 3 facteurs [26].

n° essai Facteurl Facteur2 Facteur3
1 0 -1 -1
2 +1 0 -1
3 0 +1 -1
4 -1 0 -1
5 -1 -1 0
6 +1 -1 0
7 +1 +1 0
8 -1 +1 0
9 -1 -1 +1
10 +1 0 +1
11 0 +1 +1
12 -1 0 +1
13 0 0 0

1.3.3.3. Modéle mathématique postulé

La méthode des surfaces de réponse est un ensemble de technique mathématiques se basant
sur la conception expérimentale pour déterminer la portée des variables d’entrée
indépendantes [13]. Pour cela, On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la

réponse aux facteurs, dont la formulation la plus générale est la suivante [23]:

V=T 10000, 010 CUNUNUNND'¢% DI 7 X (1))

Ou f est la fonction-réponse qui dépend des variables aléatoires xi indépendantes ;
Si I’on suppose, par exemple, que la réponse doit étre lin€aire a I’ensemble des facteurs, la

forme du modelé s’écrit comme telle [14] :
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Yy =0Qq + 2?=1 aiXi + Zj>l' Z?z_ll ainin (Eq(02))

Par contre, si la réponse est une fonction plus compliquée, il y a I’utilisation d’autre modéle,

par exemple un polynéme d’ordre 2 [14]:
Y =g+ Xieq ilXi + Xjsi Dicy @i XiXj + Xieg ayXP o (Eq.(03))

Ou y est la grandeur a laquelle s’intéresse 1’expérimentateur ; c’est la réponse. Elle est
mesurée au cours de I'expérimentation et elle est obtenue avec une précision donnée [9].

-X;représente un niveau du facteur i,

-X;représente un niveau du facteur j,
-apa;a;ja;;sont des coefficients du modele mathématique adopté a priori. Ils ne sont pas

connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences [23].

1.3.3.4. Le modele de I'expérimentateur

Deux compléments doivent étre apportés au modéle purement mathématique.

-Le premier complément est le « manque d'ajustement (lack of fit en anglais). Ce dernier
représente 1’écart entre le modele a priori choisi par I’expérimentateur et le modele réel qui

régit le phénomene étudié. Il y a un écart entre ces deux modeles [23].

-Le second complément est la prise en compte de la nature aléatoire de la réponse. En
mesurant plusieurs fois une réponse en un méme point expérimental, les résultats seront
dispersés. Cette différence est appelée erreur aléatoire ou expérimentale (pure errer en
anglais).Donc La formule générale (01) doit étre modifiée ainsi [23] :

Y= X0, X0, X3 e X ) F A+ E vt e e e e (B Q(04))

Ou

A : Le manque d’ajustement

: L’erreur aléatoire

1.3.3.5. Quelques applications des plans Box-Behnken

Le plan de Box-Behnken est un outil qui est excrément exploité pour 1’optimisation dans
différents secteurs notamment pour 1’extraction des métabolites secondaires dans divers
parties de la plantes tels que les composés phénoliques, les alcaloides ou encore les huiles
essentielles. Cette optimisation via la méthode des surfaces de réponse a été étudiée par de

nombreux chercheurs qui ont fait usage du PBB, on évoquera quelque unes: En génie
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agronomique, Zaddem (2014) [27] fait I’étude sur 1’application de la méthode des surfaces de
réponse en choisissant le plan Box-Behnken pour I’optimisation du blanchiment du son de blé
par du peroxyde d’hydrogéne et son incorporation dans une farine de pain. En chimie, on cite
I’étude d’Alberti et al. (2013) [28] sur D’optimisation de I’extraction des composés
phénoliques a partir des pommes, les trois études sur 1’optimisation de 1’extraction par
ultrason réalisés par Yang et al.(2010) [29] a partir des fleurs de Citrus aurantium. Var.
Amara Engl, Jennan et al. (2014) [30] a partir de la plante T. hyemalis et Majd et al. (2014)
[31] a partir des feuilles de Phlomidoschema parviflorum, 1’étude d’Akalin et al. (2015) sur
I’optimisation de 1’extraction d'huile de sauge [32], les travaux de Wuet al. (2015)[33]
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I.4. Pistachier de I'Atlas

1.4.1. Description morphologique

Le pistachier de I’Atlas, connu sous le nom vernaculaire de « Betoum » ou « Botma » au
singulier en langue arabe [34] ou encore « Tismelal » en langue berbere [35].Cet arbre est
également appelé pistache sauvage ou faux pistachier [35, 36].C’est une espéce ligneuse et
spontanée , pouvant attendre 20m de hauteur dans les conditions favorables[35],a tronc bien
individualisé et a frondaison hémisphérique, le port est arrondi et a ramifications
étalees[6, 8].Ses feuilles composées sont constituées de sept a neuf folioles, les fleurs sont en
grappes laches, les fruits, gros comme un pois, sont des drupes [36].

1.4.2. Systématique

La classification botanique du pistachier de 1’Atlas est synthétisée dans le Tableau 02
[9, 2]

Tableau 02 : Classification botanique du Pistacia atlantica Desf.[34].

Reégne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia atlantica

1.4.3. Galle

1.4.3.1. Genéralités

Il existe plusieurs définitions de galle (ou cécidie), plus ou moins restrictives, parmi elles, on
cite la définition proposé par Dauphin (2012) [37]: « toutes les manifestations de croissance,
qu’elles soient positives ou négatives, et de différenciation anormale, provoquées sur une
plante par des parasites animaux ou végétaux » ou encore plus récemment la définition
mentionnée par Dauphin (2012) [37] : « Une galle est une déformation structurée d’une
plante provoquée par un parasite ». La déformation s’accompagne presque toujours d’une

hypertrophie des tissus végétaux ; cependant, il y a des cas ou il n’y a pas ou trés peu
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d’hypertrophie mais seulement une déformation caractéristique (exemple les plis des feuilles
de chénes dus aux Macrodiplosis).

1.4.3.2. Utilisation des galles

En cours des années et dans différentes populations, les galles ont été employées dans
plusieurs domaines principalement dans la médecine traditionnelle. En Inde, les galles
(exemple : Rhus chinensis, Quercus infectori, Galla chinensis, Pistacia chinensis ssp.
Integerrima...) sont utilisés comme reméde dans le traitement de la toux, la phtisie, 1'asthme,
la diarrhée, dysenterie, fievre, vomissement, perte d'appétit, le saignement du nez, les piqires
de serpents, les piqlres de scorpion ou encore comme tonique et expectorant [38]. Ils sont
également mélangés avec d'autres herbes comme remede potable par les femmes apres
I'accouchement pour restaurer I'élasticité de la paroi utérine en Malaisie.

1.4.3.3. Etude antérieur

Bien que les galles ont été découvertes depuis 1’ Antiquité et utilisés comme reméde dans
plusieurs régions. La recherche approfondie de sa composition phyto-chimique et 1’étude
d’éventuelles activités biologiques ont récemment débuté. L’étude s’est plus centrée sur
I’analyse des huiles essentielles et certaines activités biologiques, parmi les recherches :en
Inde, on citera le travail de Kaur el al. (2007)[39] sur I’activité antioxydant des extraits
éthanolique des galles de Quercus infectoria et leur effet inhibiteur contre les altérations
fonctionnelles induites par le stress oxydatif dans les macrophages murins. En Algérie, on
évoquera deux travaux, le premier réalisé par Gourine et al. (2011)[40] sur 1’évaluation de
composition chimique de I'huile essentielle des galles non mdres de Pistacia atlantica Desf.
Dans la région de Laghouat. Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des galles
males et femelles ont donné 0,53% et 0,46% v / w, respectivement. Ils ont été analysées par
GC et GC-MS, montrant l'apparition chez les galles femelles le composé A3-caréne a une
teneur de 75,34%, par contre chez les galles males, deux composants majoritaires a-pinéne
(59.01%) et B-pinene (13.26%).Le second effectué par Sifi et al. (2015)[41] concernant
I’évaluation  de  Dactivit¢  antimycobactérienne = contre  trois  especes  de
mycobactéries :Mycobacterium  smegmatis, Mycobacteriumaurum et Mycobacterium
fortuitum, 1’activité antioxydant a 1’aide (DPPH et ABTS) et la cytotoxicité déterminée par le
test de bromure de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-y 1) -2,5-diphényltétrazolium (MTT )sur des
cellules de rein de singe (Vero) et des cellules de carcinome hépatocellulaire humain(C3A)de
d’huile essentielle des galles de Pistacia atlantica Desf. Les résultats obtenus confirment leur

potentiel.
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Matériel et Méthodes



1. Matériel et Méthodes.

11.1.Matériel vegétal

Les galles femelles des arbres du Pistacia atlantica (Figure n°9) ont été collectées en 2010 du
mois de Septembre au sud de la wilaya de Laghouat. Le matériel végétal a été nettoyé, étalé
sur papier, laissé a température dans une pi¢ce aéré a I’abri de la lumicre pendant une semaine
ou plus et protégé de I'humidité. Une fois séché, les galles ont été broyées, tamisées et

conservées dans des sacs en papier jusqu’a leurs utilisation.

(i.i)‘ i "'.;7" i :

Figure n°9 : Galles femelles de P. atlantica dans la région de Laghouat.

11.1.1.Protocole utilisé pour I’extraction

Pour isoler les matiéres naturelles nous avons utilisé des solvants organiques, si la matiere qui
nous voulons la séparer est liquide nous appliquons la méthode liquide-liquide ; si la matiere
est solide nous appliquons I'extraction solide-liquide [42].

Dans notre travail nous avons utilisé 1’extraction par bain ultrason, cette technique est
maintenant bien connue pour avoir des effets significatifs sur la cinétique de certaines

réactions chimiques ou encore sur la réduction du temps des procédés industriels.

Figure n°10: Extraction par ultrason (photo original
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En effet, la cavitation induite par les ultrasons de faibles fréquences dans les milieux liquides
se traduit entre autres par des accélérations de cinétique et/ou des améliorations du rendement,
notamment dans le cas de 1’extraction solide-liquide [42].

11.2. Optimisation des conditions d'extraction

11.2.1. Etude préliminaire

Avant de procéder a l'optimisation, une étude préliminaire a été réalisée afin de pouvoir
sélectionner les conditions optimales d'extraction des composes phénoliques totaux (CPT).
Cette étape a été faite en fixant tous les parametres et n'en faire varier qu'un seul. L’effet de
chaque parametre est évalué par la détermination de la teneur CPT. Les résultats obtenus sont
utilisés dans le but d’optimiser les conditions d’extraction a 1’aide de la méthodologie de la
surface de réponse.

11.2.2.Analyse préliminaire

L'objectif de 1'étude préliminaire des conditions d’extraction a été de sélectionner a partir d’un
intervalle de chaque facteur, la valeur qui permet de donner le maximum de rendement des
composés phénoliques totaux, en variant I’un des trois parameétres étudiés et fixant les deux
autres et ainsi de suite. L’étude préliminaire a été répétée trois fois.

11.2.2.1. Le temps d’extraction

2g de poudre de galles du P. atlantica été mélangee avec 100 ml de méthanol pure et placée
dans un appareil ultrasonique (JoidentUltrasonic- Cleaner, METO 5, Ningbo, Chine) avec un
temps d’extraction qui varie entre (5 min a 60 min). L’extrait a été filtré et le méthanol a été
éliminé a l'aide du rota-vapeur 45°C.

11.2.2.2.Le volume du solvant

L’extraction a été effectuée en plusieurs séries de volume de méthanol dans un intervalle (10-
100 ml). Tandis que le temps et la masse sont fixés a 25 min et 2g, respectivement. Les
extraits ont été filtrés et le méthanol a été éliminé a I'aide du rota-vapeur a 45°C.

11.2.2.3. La masse de I’extraction

A un temps de 25 min et un volume de méthanol de 60 ml, les échantillons ont été extraits
avec des masses qui varient de 0.25 a 1.75¢. Tous les extraits ont été filtrés et le méthanol a

été éliminé a l'aide du rota-vapeur a 45°C.
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11.3. Dosage des composées phénoliques totales (CPT)

11.3.1. Dosage des CPT

Ce dosage permet d’avoir une estimation sur la teneur en polyphénols totaux de 1’échantillon.
Le dosage des CPT a été effectué par la méthode adaptée de Singleton et Ross en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu.

11.3.1.1. La courbe standard d’acide Gallique

Le dosage est réalis¢ en utilisant le réactif de Folin. Le réactif est formé d’acide
phosphomolybdique H3PMo01,0, et d’acide phosphotunguestique H3PW1,040 qui est réduits
par ’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe WO,z et de molybdéne MogOs.
Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques
présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm.

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniere suivante, 1 ml des solutions
d’acide gallique de concentration de 0.01 jusqu’a 0.1 mg/ml, ensuite 1 ml d’une solution de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois dans de 1’eau distillée est ajouté puis immédiatement
ajouté 0.8ml d’une solution de Na,COj3 (3%). Le mélange obtenu est incubé a la température
ambiante pendant environ 30 minutes a 1’abri de la lumiére.

L'absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc. Les lectures de la
densité optique a 760 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe
d’étalonnage de I’acide gallique [43].

11.3.2.Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Flavonoide totale a été déterminé en utilisant la méthode de Vongsak [44]. Le chlorure
d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygene présents sur les
carbones 4 et 5 des flavonoides.

Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution éthanolique de chlorure
d’aluminium a 2 %, laisser incuber 15min a température ambiante. Lire les absorbances a
partir du spectrophotometre UV-visible a 430 nm.

Nous effectuons la méme opération pour la quercetine a différentes concentrations en
introduisant 1ml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AlCl3 a 2%.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en I'équation de
la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercetine comme standard.

11.3.3. Test DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (a, a-diphényl-B- picrylhydrazyl) fut

I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure activité
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antioxydante des composes phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un atome du
pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des
dimeéres, le DPPH’ reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire.
La délocalisation provoque aussi la couleur mauve bien caractéristique de la solution de
DPPH'. L'évaluation de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH’, mesurable par
spectrophotométrie a 517nm. Le piégeage des radicaux libres par les composés phénoliques,
se fait par le transfert de I’atome H sur le DPPH" alors transformé en une molécule stable
DPPH-H [45].

VIOLET

Figure n°11 : Réaction d'une structure polyphenolique avec le radicale DPPH
11.3.3.1. Mode opératoire
1ml de solution méthanolique de DPPH (125uM) a été mélangé avec 1 ml de chaque extrait.
La préparation a ét¢ mélangée a 1’aide d’un vortex et laissée pendant 30 minutes a 1’obscurité
et a température ambiante. La diminution de I’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée
a 517 nm. La capacité antioxydante a été exprimée en mg d'équivalents d’acide ascorbique
(vitamine C) par g matiere seche (CAEAA). L expérience a été répétée 3 fois pour calculer la

moyenne. Le calcul de CAEAA a été réalisé en utilisant 1’équation suivante :

- P XY X 7000 * o,

Abs : Absorbance du contrdle (sans 1’ajout de I’extrait) ;
Absg : Absorbance en présence de I’extrait (DPPH restant apres la réaction avec I’extrait) ;

A : La pente de la courbe d’étalonnage De 1’acide ascorbique (vitamine C) ;
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D : Nombre de dilution de I’extrait ;
V :Le volume total de I’extrait (10ml) ;

Qf : La quantité de 1’échantillon utilisé en g (1g).

11.4. Conception expérimental

Les plans d’expérience permettent d’organiser au micux les essais qui accompagnent des
recherches scientifiques ou des ¢études industrielles, et d’obtenir le maximum de
renseignements avec le minimum d’expériences. Box-Behnken Design (BBD) est un modéle
du seconde degré a plusieurs variables. Il est facile & mettre en ceuvre et possede la propriété
de séquent alité. On peut entreprendre 1’étude des k premiers facteurs en se réservant la
possibilité d’en ajouter de nouveaux sans perdre les résultats des essais déja effectués [23].

Ses principales caractéristiques sont [21] :

» Nécessite un nombre d’expérience N= 2k (k-1) + Cp...(1), ou k est le nombre de
facteur et Cp est le nombre de point centraux.
> Tous les niveaux de facteurs doivent étre seulement a trois niveaux (-1, 0, +1) avec des
intervalles réguliers.
Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes appliqués a la réalisation d’un plan de Box-
Behnken de trois niveaux pour évaluer I’effet combiné de quatre variables indépendantes : le
temps, le volume et la masse. L’étude préliminaire qu’on a effectuée, nous a permis de
déterminer les niveaux bas et hauts pour les variables influencant sur les expérimentations qui
sont illustrées dans le tableau (03).
11.4.1. Matrice d’expériences
Le modelé expérimental est basé sur le plan Box-Behnken pour 3 facteurs temps (Xy), le
volume de solvant (X;) et la masse (X3) et a trois niveaux (-1, O et 1) dont les résultats
permettent de construire une surface de réponse. Le plan expérimental est constitué de 45
essais repartis en 15 points factoriels dont 3 répétitions au centre afin de déterminer I’erreur
pure (tableau 04).
Sur la base des donneées expérimentales, un modele polynomial de second ordre correspondant
au modele Box-Behnken a été appliqué pour corréler la relation entre les variables
indépendantes et la réponse pour prédire les conditions optimisées. Le modele quadratique a

¢été construit selon 1’équation suivante [21]:
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Y = by + byxq + byxy + byxs + bypx1 X, + bysxy X5 + byzxaxs + by X2 + byyxs +
Daa X Eq.(05))

Y : représente la réponse ;

b, : représente la valeur moyenne théorique de la réponse (interception) ;
by b, b5 : sont les coefficients des termes linéaire ;

b11b,,b55 - sont les coefficients des termes quadratiques ;

bi,b13b,5 : sont les coefficients des termes d’interaction.

I1.5. Analyse statistique

Les résultats expérimentaux de 1’analyse préliminaire a un seul facteur ont été évalués par le
logiciel Excel 2013. Toutes les données ont été répétées trois fois afin de calculer la moyenne.
Le logiciel Matlab (Version 10. SAS, USA) a été utilisé pour déterminer les coefficients des
polyndmes pour chaque réponse. L'analyse de variance (ANOVA) a éte utilisée pour la
vérification de la signification des coefficients du modele (p <0,05).Le test F et la valeur-p ont
été utilisés pour vérifier I'importance du coefficient de régression. L'adéquation du modele a

été déterminée en evaluant le manque d'ajustement.
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111. Résultats et discussion

111.1. Extraction des composes phénoliques par ultrason

L'extraction est I'une des étapes cruciales pour la recherche et I'étude des métabolites
secondaires des plantes. En général, I'efficacité de I'extraction des composés phénoliques est
influencée par de multiples parametres. Il fallait donc, étudier les parameétres d'extraction afin
de déterminer les meilleures conditions qui permettent davoir les meilleurs rendements.

Une eétude préliminaire a été réalisée afin de déterminer les gammes expérimentales
appropriées a prendre en compte lors du processus d'optimisation. Dans cette étude, I'effet de
plusieurs parametres d'extraction influent ; la masse, le temps et le volume de solvant, ont été
systématiquement étudiés séparément pour obtenir le rendement en CPT maximal. La
procédure d’optimisation est initiée par des études préliminaires afin de choisir lesconditions
appropriées pour I’extraction. Cependant, celles-ci ne peut pas étre généralisées atous les
phytomicronutriments existants dans les différentes matrices végetales [46].

111.1.1. L’effet de différents temps d’extraction

Le temps d’extraction est un autre parameétre principal dans la procédure d’extractiondes
composes phénoliques, il peut varier de quelques minutes & 24 heures [47].Les résultats de
I’effet du temps sur I’extraction des composés phénoliques des extraitsdes galles du P.
atlantica sont présentés dans la figure n°12.Le temps d'extraction a été varié de 5 a 40 min.
Tandis que les autres conditions d'extraction ont été fixées comme suivantes : la masse (29)

et le volume de méthanol 100 ml

160
140

120

mg EAG/g)

100
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o
1
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps d'extraction (min)

Figure n°12 : Effet de différents temps d’extraction sur les CPT.*Les mémes lettres indiquent

que la différence n'est pas significative (p<0,05)
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La teneur des composés phénoliques des galles de Pistaciaatlantica atteint une valeur
maximale de 153+7 mg EAG /g de matiére séche (MS) a un temps d’extraction de 25 min. De
25 min a 30 min, les teneurs des CPT n'augmentent plus, ce qui veut dire que le temps
d’extraction prolongé n'est pas utile pour extraire plus de composés phénoliques. Une
augmentation du temps d’extraction de 35 min est accompagnée d’une diminution en
composés phénoliques (124 +13 mg EAG /g MS).En effet, plusieurschercheurs ont attiré
I’attention a la possibilité de 1’oxydation de ces composés si le tempsd’extraction est long
[4].Cependant une exposition prolongée des rayonnements électromagnétiquespendant le
processus d’extraction a 1’ultrason peut mener a la dégradation thermique desconstituants
bioactifs [48].Le temps d'irradiation a considérablement influencé le rendement des composés
phénoliques (P <0,05) avec 25 et 35 min comme meilleures valeurs. D’aprés les résultats
obtenus, il apparait que 1’intervalle optimal concernant le temps d’extraction est défini entre
20-30 min.

La durée de mise en contact de I’échantillon avec le solvant apparait comme unparameétre qui
influence I’extraction des composés phénoliques. Selon Spigno et al ., (2006)[49], le taux
d’extraction peut étre amélioré en augmentant le temps de contact entrele solvant et le
matériel vegétal.

111.1.2. L’Effet de volume de solvant

Le volume influence d’une maniére significative sur I’extraction descomposés phénoliques

[50].

250 -
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150 o
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Figure n°13 : Effet volume sur I’extraction des CPT.*Les mémes lettres indiquent que la

différence n'est pas significative (p<0,05).

24



Conventionnellement, unmeilleur volume de solvant augmente la récupération des composés
phénoliques, cela estrelié au potentiel d’échange entre le solide et le liquide.Dans la présente
étude, le rapport a été augmenté en gardant constant le poids solide (2g), le volume du solvant
doit étre suffisant pour s'assurer que l'ensemble de I'échantillonest immergé, en particulier
lorsqu'il s'agit d'un échantillon qui gonflera pendant le processus d'extraction. L’effet
desolvant sur I'extraction des CPT des galles du P. atlantica a été évalué dans un intervalle
(10-100 ml)avec un temps d'extraction de 25 min, (figure n° 13). Les résultats décrits ci-
dessus révelent une influence significative du volume méthanol sur les CPT. Les résultats de
I’étude statistique montrent une différence significative entre les teneurs extraites par ces
ratios qui varie de 31+8 a 212 +22 mg EAG/g de MS. En augmentant le volume de méthanol
de 10 a 60, on obtient un meilleurrendement d’extraction qui passe de 318 mg EAG/g de
poudre a 212 +22 mg EAG/g de poudrerespectivement, au de la de ce volume les taux en
composés phénoliques diminues.Ce résultat est similaire avec les études réalisées
par TabarakietNateghi(2011)[51]sur le son du riz,Prasad et al. (2011)[52]sur I’écorce du fuit
MangiferapajangKostermetJennanet al. (2014)[53]sur T.hyemalis.Ce qui est probablement di
a la solubilité accrue des composés phénoliques[53]. Or, Une augmentation supplémentaire du
20ml a entrainé une diminution de la teneur en composés phénoliques. Suite aux résultats
obtenues, le volume de solvant 50-70 ml a été considérécomme intervalle optimal,tandis que
le volume 60 ml a été utilisée pour les prochains essais a un seul facteur.

111.1.3. Effet de différentes masses d’extraction

La masse de matiere végétale est un facteur influengant sur 1’extraction de CPT, c¢’est pour ¢a
on a procédé a différentes extractions avec différentes masses. L’influence de la masse du
matiere végétale sur le rendement en composés phénoliquestotaux des extrais étudiés est
illustrée dans la figure n°14.L’effet de lamasse sur I'extraction des CPT des galles du P.
atlantica a été évalué a l'aide de six rapports (0.25:60, 0.5:60, 0.75:60, 1:60, 1.25:60, et
1.50: 60 g/ml) sur une période d'extraction de 25 min, (figure n°14).L’analyse statistique
révele une différence significative a p<0,05 entre les différentesmasses.La masse de 1 g de la
matiéere végétale a donné un meilleur rendement en CPT avec untaux de 245+35 mg EAG/g
de MS, suivie par 1.25 g avec une teneur de 162+15 mgEAG/g MS, alors que 0.25¢g a
donnée le taux le plus bas de 45+8 mg EAG/gde MS.De 1.25 a 1.75g, les teneurs des CPT
n‘augmentent plus, ce qui veut dire que I’augmentation de la mati¢re végétale n'est pas utile
pour extraire plus de composeés phénoliques. Une augmentation du masse d’extraction de 1.75

g est accompagnée d’une diminution en CPT (124 £13 mg EAG /g MS).
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Figure n°14 : Effet de différentes masses sur CPT.*Les mémes lettres indiquent que la
différence n'est pas significative (p<0,05)
Ces résultats sont compatibles avec la deuxieme loi de diffusion de Fick, il y a un équilibre final
entre les concentrations de soluté dans la matrice solide etle solvant apres une durée
particuliere[19].Des résultats similaires sur I’effet de lamasse sur I’extraction des cOmposés
phénoliques ont été rapportés pour les noyaux de dattes par [54]qui sont 1g de poudre de
noyaux de dattes dans 60ml de solvant.D’aprés les résultats obtenus, il apparait que

I’intervalle optimal concernant la masse est défini entre 0.75-1.259

111.2. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénolique

totaux
Basées sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque variable
indépendant (temps d’extraction, le volume et la masse de la matiére végétale) influencant sur
I’extraction des CPTa partir de la poudre des galles du P. atlantica ont été choisies. Les trois
facteurs (X1, Xp, et Xs) a trois niveaux (-1, O et +1) ont été appliqués pour optimiser
I’extraction des composés sont consigné dans le tableau 03:
Tableau 03: Les domaines expérimentaux des facteurs étudiés dans I’optimisation des

composés phénoligques des gallesdu Pistaciaatlantica.

Variables Niveaux
-1 0 1
Temps (min) X1 20 25 30
Volume de solvant (ml) Xz 50 60 70
Masse (9) X3 0.75 1 1.25
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111.2.1. Plan d’expérience Box-Behnken

Les données expérimentales obtenues & partir des 15 essaies illustrées dans le tableau04 ont
¢été analysées aléatoirement a 1’aide d’un plan d’expérience BBD. Les réponsesmesurées sont
comparées a celle prédites, afin de mesurer la validité du model choisi. Lesrésultats ont
montré que la teneur en CPT varie entre 76,75 et 314,59mg EAG/ g dematiére séche (tableau
04), ceux-ci ne font que confirmer que les facteurs (temps, volumeet masse) ont une influence

sur I’extraction de CPT.

Tableau 04: la matrice expérimentale de Box-Behnken pour trois facteurs (X1, X, et X3) et

leurs réponses CPT, FVT et DPPH, exprimé en (mg/g matiére séche).

Facteurs Réponse
Expérime X, X, X5 CPT FVT DPPH
ntal (min) (ml) )

1 0 0 0 208 ,04 3,8 2261,04
2 -1 0 1 145.29 2.92 1704.08
3 1 -1 0 314.59 4.93 2273.89
4 0 -1 -1 170.09 4.58 3011.30
5 -1 -1 0 120.00 4.04 20063.38
6 1 0 1 110.70 3.48 1584.78
7 0 1 -1 149.90 6.03 347.21
8 0 0 0 136.21 3.45 2371.53
9 1 1 0 87.56 4.01 2135.14
10 1 0 -1 221.98 3.51 3295.64
1 -1 1 0 76,75 3.32 2515.41
12 0 -1 1 107.24 4.55 1952.72
13 -1 0 -1 123.96 2.98 3288.79
14 0 1 1 81.29 5.44 20069.88
15 0 0 0 237.83 4.1 2263.61

111.2.2. Validation du modéle
Dans les plans d’expériences, le modéle mathématique relie la réponse aux facteurs qui

I’influence, et afin d’avoir une bonne réponse plusieurs conditions doivent étre vérifiées.
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111.2.3. Le coefficient de détermination (R?)

Dans la présente étude, le coefficient de détermination (R®) du model est égale & 0,97 (tableau
5), ce qui signifie qu’uniquement 3% des variations ne sont pas expliquées par le model. De
plus, la valeur du coefficient de détermination ajustée est de ’ordre de (R? ajusté =0.92), ce
qui est assez élevé pour confirmer la haute significativité du model, sachant que le R®
représente la valeur du coefficient de détermination (R?) aprés élimination des
termes(coefficient) inutiles du model. Un modele contenant beaucoup de termes inutiles (non

significatifs) auront une valeur de R? ajusté trés inférieur a celle du R?[55].

Tableau05: L'analyse de la variance des modéles polynomiaux de second ordre.

Régression | R? R’ Rapport F | Prob.>F Défaut Défaut
(ajusté) | du modeéle d’ajustement | d’ajust.
(Rapport F) | (Prob.>F)
Y cpr 0.97 0.92 205.91 <0.0001* 0.77 0.52
Y Flavonoide 0.89 0.82 108.40 0.0104* 14.14 0.76
Y DppPPH 0.91 0.88 45.23 0.008* 12.56 0.84

La valeur-p a été utilisé pour Vérifier la signification de chaque coefficient, elleest inférieure
111.2.3. Model global et manque d’ajustement

L’analyse de la variance de la régression du model (Tableau 05), montre que le model est trés
significatif (P<0,005), et que le défaut d’ajustement n’est pas significatif(p>0,05) par rapport
a D’erreur pure, ce qui confirme la validation du modele (p>0,05). Dans un modeéle, si la P-
value du défaut d’ajustement est significative, ce model sera rejeté [56].

111.2.4. Effet des facteurs (coefficients)

L’analyse de la variance de la régression des coefficients consiste a analyser 1’impact
desvariables (X;, X, et X3) & p<0.05, afin de déterminer le degré d’influence des facteurs
(temps, volumeet masse) sur 1I’extraction des CPT[57].

Les p-value sont utilisés comme un moyen pour verifier la signification de chaque coefficient,
ce qui indique aussi l’intensité d’interaction de chaque parametre. Les plus petits p-
valueprésentent la plus grande signification du facteur correspondant [57]. Les résultats

obtenus sont représentés dans le tableau 06
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Tableau 06: Coefficients de régression et leurs significations statistiques.

Terme Coefficients Erreur Rapport t Probabilité >1tl
standard
CPT
Constant
bo 208.94 31.08 6.25 | <0.00015*
Linéaire
b; 33.60 19.033 1.77 0,0075*
b, -39.54 19.033 -2.08 0.0031*
bs -27.67 19.033 -1.45 <0.0698
Interaction
b1y -45.94 26.91 -1.71 0.0079*
bi3 -33.15 26.91 -1.23 0.027*
b3 -1.44 26.91 -0.05 0.0954
Quadratique
b11 -10.57 28.01 -0.38 0.00271*
b2y -33.92 28.01 -1.21 <0.0001*
ba3 -33.17 28.01 -1.18 0,0886
Significatif avec p<0.05.

111.2.5. Analyse du modele mathématique

Dans I’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est passubordonné
au choix préalable d’un modé¢le mathématique. Les modeles les plus classiquessont les
modeles polynomiaux (le plus souvent de degré inferieur ou égale a deux) [58]. D’apres les
résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonctionqui régit 1’extraction
des CPT a partir des galles du P. atlantica sont alors bien connues. Le modélemathématique
du BBD de la présente étude peut étre représenté par la relation suivante :

CPT=194.23 +33.60 X,- 39.54 X,— 27.67 X;— 4594 X, X, —33.15X, X,- 1.44 X, X, — 10.57
X, —3339X, —33.17 X/ (Eq.(06))

111.2.5.1. Effet linéaire

Les résultats de la présente étude, montre que le facteur qui posséde une influence hautement
significative sur 1’extraction des CPT de la matiere seche des galles du P. atlantica est le
temps d’extraction (X3) et le volume (X;) avec une probabilité de p= 0,0075; et 0,0032
respectivement, cependant 1’impact est non significatif pour le facteur (X3) a savoir la masse.
111.2.5.2.Effet quadratique

L’effet quadratique le plus prononcé est représenté par le facteur de volume(X;X;) avec
p<0,0001, il est suivi par I’effet quadratique de temps d’extraction (X1X;) avec p=0,00218,
contrairement a 1’effet quadratique de la masse (X3X3) qui est non significatif avec p=0,1855.
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111.2.6.Analyse des surfaces de réponse

111.2.6.1.Temps -volume

Le couple temps-volume (X3X;) influence d’une manicre significativeet joue un role
important dans 1’extraction des CPT avec p=0,0079.Les résultats obtenus de [’étude
d’interaction entre le temps d’extraction, le volume et le taux d’extraction des CPT sont
représentés dans la figure n°15A. Si on augmente le temps d’extraction et le volume et on fixe
le la masse a 1g simultanément, la teneur en en composés phénoliques augmente de 180 a 260
mg EAG/g donc le temps d’extraction et le volume augmentent proportionnellement avec le
taux d’extraction des CPT. D’aprés les résultats trouver par [4], le temps d’extraction, s’il
combiné au bon type de solvant, il influence considérablement sur 1’extraction des CPT, ce
qui nous permet de dire que la prolongation du temps d’extraction accroit d’une maniére
significative le pouvoir d’extraction.

111.2.6.2. Temps-masse

Les résultats obtenus de 1’étude d’interaction entre le temps d’extraction, le volume (X1X3) et
le taux d’extraction des CPT sont représentés dans la figure n°15B. Les résultats obtenus
montrent que le couple temps d’extractionet la masse (X1Xs)présente un effet significatif avec
p=0,027.Une diminutionde la teneur en composés phénoliques a été observée avec
I’augmentation du temps d’extraction de 25-30 min et la masse de la matiére séche de 1-
1.25¢g, mais la tendance a été renversée lorsque le rapport a atteint une certaine valeur.En
effet, a un temps de 20-25 min et la masse du 0.75-1 g une augmentation remarquable de la
quantité de composé extrait est constatée ce qui est démontré dans 1’étude préliminaire lors de
I’é¢tude de la cinétique d’extraction sous I’effet d’irradiation ultrasonique. Une longue
exposition aux radiations ultrasonique entraine une dégradation de certains constituants
thermolabiles [59].
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Figure n° 15: Surface de réponse pour les effets volume/temps (A), la masse/temps(B) et
volume/masse (C) sur le rendement des composés phénolique des galles du P. atlantica
111.2.6.3.Volume-masse

Les résultats obtenus de I’étude d’interaction entre le volume, la masse de matiere seche et le
taux d’extraction des composés phénoliques sont représentés dans la figure n°15C. Les
résultats obtenus montrent que le couple la masse et le volume (X2X3) présente un effet non
significatif avec p=0,0954.EAG/g. Une diminution de la teneur en en composés phénoliques a
¢été observée avec I’augmentation le volume de 60-70 ml et la masse de matiére séche environ
de 1-1.25 g.La stabilité de la teneur en CPT a été observée dans tout le domaine de la

variation du facteur volume, lorsqu’il atteint une certaine valeur (volume de 50-60 ml). Ces
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résultats sont compatibles avec le principe du transfert de la matiere, ou la force de
transmission durant ce transfert est le gradient de la concentration de soluté entre le solide et
le liquide. Cette force devient importante lorsque le rapport solide/liquide utilisé est plus éleve
[54].

111.2.7.Parameétres optimaux

Cette étude montre qu’un modele polynomiale d’ordre deux peut modéliser correctement le
phénomene étudié .1l apparait que les conditions expérimentales optimales qui conduisent a
une maximisation de I’extraction des CPT sont obtenues au sein du domaine expérimental.
Les conditions d’extraction optimale identifiées par I’utilisation du logiciel Matlab sont
représentées dans le tableau 07.

Tableau 07 : Conditions optimales d’extraction des composés phénoliques par ultrason (mg
EAG/g MS).

Temps d’extraction (Volume) Masse Valeur prédite
(min) (ml) (9) (mg GAE/g MS)
28 65 1.22 415.33

111.3. Optimisation des conditions d’extraction des composés flavonoidiques
111.3.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides

Le composé de référence utilisé pour I'établissement de cette courbe est la quercetine.
Lacourbe est établie avec un coefficient de corrélation R?= 0,91 (Annexel). Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent quercetine par gramme de la matiére séche (MgEQ
/gMS).Les résultats de la présente étude, montrent que les teneurs en CcoOmMposés
flavonoidiques varient de 2.42 a 6.03mg EQ/g de MS (Tableau4). Ceci confirme 1’influence
des parametres étudiés (temps, volumeet masse) sur le taux des flavonoides.

111.3.2. Coefficient de corrélation

L’analyse statistique a montré que le coefficient de corrélation R? et celui d’ajustement sont
de 0,89 et 0.80 respectivement qui sont proches de 1 et un manque d’ajustement du model qui
est in significative a p<0,05, indiquant que le modéle pourrait étre utilisé pourprédire les
résultats obtenus en terme de flavonoidiques par cette technique d’extraction assistéepar
ultrason (Tableau 05).

111.3.3. Effet des facteurs (coefficients)

Les résultats du calcul des coefficients de régression estimés dumodel polynomial sont

représentes dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Les coefficients de régression estimés du model polynomial du second degre.

Terme Coefficients Erreur Rapport t Probabilité >1tl
standard
FVT

Constante

bo | 3.79 | 0449987 | 8.42 | <0.0004*
Linéaire

b; 0.27 0.27556 1.02 0,0356*

b, 0.004 0.27556 0.01 0.0098*

b3 -0.089 0.27556 -0.032 <0.0759
Interaction

b1, -0.0157 0.389701 -0.04 0.0098*

bis 0.0075 0.389701 0.02 0.0073*

b3 -0.14 0.389701 -0.36 0.0759
Quadratique

b11 -0.90 0.405613 -2.23 0.0053*

ba, 1.023 0.405613 2.52 <0.0044*

bs3 0.3375 0.405613 0.53 0,0791

Significatif avec p<0.05.

111.3.4. Analyse du modele mathématique

D’apres les résultats de I’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonctionqui régit
I’extraction des composés flavonoidiques a partir des galles du P.atlantica sont alors bien
connues. Le modélemathématique du BBD de la présente étude peut étre représenté par la
relation suivante :

FVT=3.79 +0.27 X,+0.004 X, — 0.089 X, — 0.0157 X, X, 0.0075 X, X;-0.14 X, X; — 90
X,21.023X,2+0.3375 X2 (Eq.(07))

111.3.4.1.Effet linéaire

D’apres les résultats de la présente étude, il existe deux facteurs qui possedent une influence
significative positive sur [’extraction des composés flavonoidiquesdes galles du
Pistaciaatlanticaqui sont : le temps d’extraction (X;) avec un p=0,0356 suivit par le volume
qui a un p=0,0098.

111.3.4.2. Effet quadratique

L’effet quadratique le plus prononcé est représenté par le facteur de volume(X;X;) avec
p=0,0044, il est suivi par ’effet quadratique du temps d’extraction (X;X;) avec p=0,0053,
contrairement a 1’effet quadratique de la masse (X3X3) qui est non significatif avec p=0,0791
111.3.5. Analyse des surfaces de réponse

111.3.5.1. Temps -volume

Le temps d’extraction-volume de solvant (X;X5) influence d’une maniére significativeet joue

un role important dans 1’extraction des composés flavonoidiques avec p=0,0098.Les résultats
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obtenus de 1’étude d’interaction entre letempe d’extraction, le volumed’extraction et le taux

d’extraction des composés flavonoidiques sont représentés dans la figure n° 16A.
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Figure n°16: Surface de réponse pour les effets volume/temps (A), la masse/temps(B) et
volume/masse (C) sur le rendement des composeés flavonoidiques des galles du P. atlantica

Une augmentation de la teneuren composés flavonoidiques a été observée avec
I’augmentation de temps d’extraction 20-25 min et levolume environ de 50-60 ml.Cependant
une longuedurée d’extraction avec I’augmentation de volume donne une teneur faible. Cela
estdl probablement a la dégradation des composés flavonoidiques par les ondes
électromagnétiques. Ce qui explique la valeur maximal de 5.0 mg EQ/g a un temps de 25 min

et un volume de 60 ml, mais si on poursuit I’extraction avec des niveaux trés élevespour

34



chaque parameétre, la valeur en composes flavonoidiques diminue de 5.0 a 3.8 mgEQ/g (figure
16A).

111.3.5.2. Temps —-masse

Les résultats obtenus de 1’étude d’interaction entre le temps d’extraction, la masse et le taux
d’extraction des composés flavonoidiques sont représentés dans la figure 16B. Les résultats
obtenus montrent que le temps d’extraction, etla masse(XXz)présente un effet significatif
avec P=0,0073.Une augmentationde la teneur en composés flavonoidiques a été observée
avec I’augmentation de temps d’extraction de 20-25 min et la masse de 0.75-1 g, mais la
tendance a été renverséee lorsque le rapport a atteint une certaine valeur. En effet, a un temps
de 25-30 min et une masse de 1-1.25 g une diminution remarquable de la quantité de composé
extrait est constatée.Cela est due probablement a la dégradation des composés phénoliques par
les ondes ¢électromagnétiques émet par ['ultrason.

111.3.5.3.Volume-masse

La figure 16C montre la surface de réponse qui présente I’effet de volume et la masse (X2X3)
sur I’extraction des composés flavonoidiques. Les résultats obtenus indiquent que 1’interaction
volume-masse est non significative avec la probabilité supérieure a 0,0759.Les résultats
montrent que la teneur en composés flavonoidiques diminue lorsque la masse varie de 0.75 a
1 g et le volume de 50 a 60 g/ml.Si on augmente la masse de 1 & 1.25 g et on fixele volume a
60 misimultanément, la teneur en composé flavonoidiques augmentede 4.4 a 5.2 mg
EQ/g.Cela peut s’expliquer par les effets multiplicateurs du traitement préalable et le potentiel
en composés extractibles élevés. En pénétrant plus profondément dans la matrice solide, le
solvant peut entrer au contact avec une quantité plus grande de soluté, favorisant ainsi la
libération des composés flavonoidiques. Le grand pouvoir d’imprégnation qui augmente
considérablement la solubilité et le coefficient de diffusion des composés a extraire, faisant
diminuer la résistance liée au transfert de matiere interne.

111.3.6. Conditions optimales

Cette ¢étude montre qu’un modele polynomial d’ordre deux complets peut
modélisercorrectement le phénomeéne étudié. Il apparait que les conditions expérimentales
optimales,c’est-a-dire celles conduisant & une maximisation de ’extraction des composés

flavonoidiques sontobtenues au niveau du domaine expérimental dans le tableau suivant
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Tableau 09 : Conditions optimales d’extraction des composés flavonoidiques par ultrason
(mg EQ/g MS).

Temps d’extraction Volume Masse Valeur prédite
(min) (ml) (9) (mg EQ/g MS)
19 42 1.18 09.45

111.4. Test d'évaluation d'activité antioxydante

111.4.1. L’activité scavenger sur le radical DPPH

Le DPPH est un radical libre de couleur violette, il est réduit en un composé decouleur jaune
en présence de composés antiradicalaires. L’intensit¢é de la coloration, mesuréecau
spectrophotométre a 517nm, est inversement proportionnelle a ’activité antiradicalaire des
composés dont on souhaite déterminer ’activité [45].L’acide ascorbique a été utilisé comme
étalon a différentes concentrations (Annexe 1).La capacité antioxydante a été exprimée en mg
d'équivalents d’acide ascorbique (vitamine C) par g matiére séche (EAAC).

Les résultats montre que tous les extraits présentent des activités anti-
radicalaireconsidérablesvarient de 347.21 & 3288.79 mg EAAC/g de MS (tableaud). Ceci
confirme I’influence des paramétres étudiés (temps, volumeet masse) sur 1’activité anti-
radicalaire.

111.4.2. Coefficient de corrélation

L’analyse statistique a montré que le coefficient de corrélation R? et celui d’ajustement sont
de 0,91 et 0.88 respectivement qui sont proches de 1 et un manque d’ajustement du model qui
est insignificative a p<0,05, indiquant que le modele pourrait étre utilis€ pourprédire les
résultats obtenus en terme de I’activité antioxydante (tableau 05).

111.4.2.1.Effet des facteurs (coefficients)

Les résultats du calcul des coefficients de régression estimés dumodel polynomial sont

représentés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Les coefficients de régression estimés du model polynomial du second degré.

Terme Coefficients Erreur Rapport t Probabilité >1tl
standard
DPPH
Constante
bo 2298.72 | 74.33 | 30.30 <0.0001*
Linéaire
b; -35.25 45,52 -0.09 0,0324*
b, -279.19 45,52 4.04 0.0092
bs -328.94 45.52 -15.24 <0.0001*
Interaction
b1, -147.71 64.37 -1.56 0.0183*
b3 -31.51 64.37 -2.11 0.0889
b3 695.31 64.37 -1.23 0.0237
Quadratique
b11 285.61 67.00 -0.67 0.0378
ba, -337.40 67.00 -0.10 0.0089*
b33 -116.03 67.00 3.84 0,0521*

Significatif avec p<0.05.

111.4.3. Analyse du modele mathématique

D’apres les résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonctionqui régit
’activité antiradicalaire a partir des galles du Pistaciaatlantica sont alors bien connues. Le

modelemathématique du BBD de la présente étude peut étre représenté par la relation

suivante :
DPPH=2298.72 +-35.25 X,+-279.19 X,--328.94 X,- 147.71 X, X, — 31.51 X, X, +695.31
XZ X3 _ 28561 X12 _ 33740 XZZ _ 116.03 X32 ................................................ (Eq- (08))

111.4.3.1. Effet linéaire

D’apres les résultats de la présente étude, il existe deux facteurs qui possedent une influence
significative négative sur I’activité antioxydantedes galles du Pistaciaatlanticaqui sont : la
masse (X3) qui a unP<0.0001, volume de solvant (X;) avec un p=0,0092 suivit par le temps
d’extraction qui a un p=0,0324.

111.4.3.2. Effet quadratique

L’effet quadratique le plus prononcé est représenté par le facteur de volume de méthanol
(X2X3) avec p=0,0089, il est suivi par I’effet quadratique du temps d’extraction (X;X;) avec
p=0,0378, contrairement a 1’effet quadratique de la masse (X3Xs) qui est non significatif avec
p=0,0572.
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111.4.4. Analyse des surfaces de réponse

111.4.4.1. Temps -volume

Le temps d’extraction-volume de solvant (X;1X7) influence d’une maniére significativeet joue
un réle important dans I’activité scavenger sur le radical DPPHavec p=0,0183.Les résultats
obtenus de 1’étude d’interaction entre le volume, le tempsd’extraction et 1’activité
antiradicalaire sont représentés dans la figure n°17A.Les résultats montrent I’activité
scavenger sur le radical DPPH accroit lorsque le volume varie de 50 a 60 ml et le temps
d’extraction de 20-25 min. Mais si on poursuit I’extraction avec des niveaux tres élevéspour

chaque paramétre, I’activité antioxydante diminue de 2400 a 2100mg EAAC/g de MS.
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Figure 17: Surface de réponse pour les effets volume/temps (A), la masse/temps(B) et
volume/masse (C) sur I’activité scavenger DPPHdes galles du P. atlantica



111.4.4.2. Temps —masse

La figure 17B montre la surface de réponse qui présente I’effet de temps d’extraction et la
masse sur Dactivit¢ scavenger DPPH.Les résultats obtenus montrent que le
tempsd’extraction, etla masse(X1Xs)présente un effet insignificatif avec p=0,0889.Une
diminution de I’activitéantioxydantea été observée avec I’augmentation de temps d’extraction
de 20-30 min et la masse de 0.75-1.25 g. Ce qu’est compatible avec les résultats de figure
15B et 16B.

111.4.4.3. Volume-masse

La figure n° 17C montre la surface de réponse qui présente I’effet de volume et la masse
(X2X3) sur I’activité antioxydante. Les résultats obtenus indiquent que 1’interaction volume-
masse est non significative avec la probabilité supérieure a 0,050.Une diminution remarquable
de Iactivité antiradicalaire a été constatée lorsque la masse varie de 0.75 a 1.25 g et le
volume de 50 a 70 ml. Ce résultat est en accord avec les observations de figure 15C.

111.4.5. Solution

Cette ¢tude montre qu’un modéle polynomial d’ordre deux peut modéliser correctement le
phénomene étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales, ¢’est-a dire celles
conduisant a une maximisation de antioxydante sont obtenues au sein du domaine
expérimental.

Tableau 11 : Conditions optimales de I’activité scavenger DPPHpar ultrason (mg EAAC/g de
MS).

Temps d’extraction Volume Masse Valeur prédite
(min) (ml) (9) (mg EAAC/g de MS)
29 65 0.65 4806
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Conclusion générale



IV. Conclusion

Ces dernieres années, de nombreux chercheurs sont intéressés aux composés biologiquement
actifs isolés d’extraits de plantes, qui sont considéré comme de véritables sources naturelles
de substances dont il faut tirer le maximum de profit.

Les galles du P. atlantica est une source potentielle riche en CPT, a fin d'obtenir la
performance maximale d'extraction nous avons utilisé I’ultrason.

L'extraction assistée par ultrasons a révelé étre une technique trés efficace pour I'extraction de
composes phénoliques. Les extraits obtenus par cette technique contiennent des teneurs de
composés phénoliques par rapport a la macération (extraction classique). En effet,
L'extraction par ultrasons permet d'accroitre le rendement d'extraction dans un temps courte,
ce qui réduit l'apport d'énergie et de la dégradation de composés phénoliques. En outre, les
extraits obtenus par ultrasons ont apparu une activité antioxydante élevée que les extraits
obtenus par des techniques classiques d’extraction.

La présente étude a été réalisée pour contribuer a l'optimisation des conditions opératoires
d'extraction des antioxydants par le dosage des composés phénoliques et flavonoidiques des
extraits de la matiere végétale des galles du P. atlantica.

Le modéle expérimental est divisé en deux parties. Des essais préliminaires sont effectués,
selon le modele classique d’extraction en variant un parametre et fixant les autres. Ces essais
préliminaires sont effectués sur la matiére végétale des galles du P.atlantica.

La réponse est modélisée sous forme d’un polyndme en fonction des paramétres précités par
I’application du plan de BBD et de la MRS. D’apres I’étude statistique nous pouvons conclure
que :

Les modeles obtenus sont statiquement significatif p < 0,05.

Il existe une corrélation satisfaisante entre les valeurs mesurées et les valeurs ajustées,
R*=90,00 % et

R?ajus= 80,00%.

Le plan box-Behnken a permis d’identifier les meilleurs parametres d’extraction ; COMpPOSés
phénolique (matiere végétale 1.22g a un volume méthanol 60 ml pendant un temps
d’extraction de 28 min); flavonoides (matiere végétale 1.18g a un volume de méthanol 42
ml pendant un temps d’extraction de 19 min) et 1’activité antiradicalaire (0.65g a un volume
de méthanol 65 ml pendant un temps d’extraction de 29 min)

Pour compléter ces résultats il est intéressant d’ :

v" Optimiser d’autres paramétres influengant le taux d’extraction des polyphénols
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v’ Utiliser des techniques d’analyses plus performantes telles que la HPLC et la RMN afin
d’identifier la composition des extraits.
v’ Elargir I’échantillonnage et analyser I’effet de I’origine géographique sur la composition

en antioxydants et sur leur activité biologique
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LES ANNXES
Tableau 01 : Réactifs et produits chimiques

Réactifs et produits chimiques

Méthanol MeOH

Folin- ciocalteu

Chlorure d’aluminium AICl3

Carbonate de sodium Na,CO3

DPPH 2,2 — diphenyl -1- picrythydrazyl

Acide gallique

Acide ascorbique (vitamine C)

La quercetine

Courbe standard d’acide Gallique

1,2 ~

R*=0,998
0,8

0,6

0,4

Absorbance at 760 nm

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

concentration of gallic acid (mg/ml)

0,35




Courbe standard de Quercétine

0,6 -

Absorbance at 430 nm

0 T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
concentration of quercétine (mg/ml)
Courbe standard de I’acide ascorbique
1,2
l R2=0,979
1 .
£ L 2
=
S 08 -
Lo
n
806 -
(5]
2
204 -
)
<
0,2 -
0 T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
concentration of ascorbic acid (mg/ml)




