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Introduction generale



l. Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un réle déterminant dans la conservation
de la santé des hommes et dans la survie de I'humanité [1]. Selon 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), plus de 4000 sont des plantes médicinales, ce qui constitue 90% de la médecine
traditionnelle en Afrique.

L'Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique et
floristique, estimé a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15%
sont endémiques et restent treés peu explore, autant d’un point de vue phytochimique que d’un

point de vue pharmacologique [2].

L'abondance en principes actifs confere a la plante des propriétés pharmacologiques
remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et pour lesquelles
elle est utilisée en tradithérapie [3]. En effet, les métabolites secondaires font I’objet de
nombreuses recherches. A titre indicatif, les alcaloides font partie de ces composés et sont, a
faibles doses, dotés de proprietés pharmacologiques et toxicologiques remarquables. De méme,
les polyphénoles, forment un groupe tres diversifié de molécules dont plusieurs sont largement
utilisées en thérapeutique comme antioxydants pour lutter contre les effets néfastes de ’oxygene

a I’origine d’un grand nombre de maladies [4]..

Les extraits bruts, naturels de ces composés et 1’isolement a partir des plantes utilisees en
médecine traditionnelle, peuvent étre des ressources de nouveaux medicaments [5]. Ainsi, les
plantes peuvent étre considérées comme des réservoirs de molécules bioactives encore peu
explorees. Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent, entre autres, une
immense source des composés phénoliques (acide phénolique, flavonoides, flavonols, tannins

condensés...) [5].

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes intéressés a une espece
de la famille des Astéracées. La plante sur laquelle a porté notre choix est une espéce d’ Anvillea

radiata provenant de différentes régions de Constantine (Nord-Est Algérie).

Le but de cette étude est de doser les teneurs en composés bioactifs tels que les composés
phénoliques totaux et les flavonoides. Et pour évaluer I'influence des différents parameétres
expérimentaux (solvant, temps, température) sur la teneur en composés phénoliques et I’activité
antioxydante, on a procédé a une optimisation afin de déterminer les conditions optimales
d’extraction de ces derniers afin d’obtenir le meilleur rendement en composés phénoliques et la

meilleure activité antioxydante.



Dans ce contexte nous avons réalisé un travail comprenant trois chapitres, le premier est une
étude bibliographique qui comporte une description de la plante étudiée, des généralités sur les
polyphénols et certaines méthodes d’extractions de ces composés. Le deuxiéme chapitre illustre
la partie expérimentale qui se divise en deux axes : L'optimisation des conditions d'extraction des
composés phénoliques de la plante étudiée par une méthode d'extraction (Ulrasons), puis I'étude
du pouvoir antioxydant. Le troisieme chapitre est consacré a la présentation, l'analyse et
I’interprétation des résultats obtenus par la méthode de surface de réponse (MRS) développée par
le plan de Box Behenken (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 medicinales.



Chapitre 1

Geneéralités sur le
plante etudie



I. Présentation des plantes Astéracées

I.1. Famille des Astéracées

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur [6]. Les Astéracées
(Asteraceae) sont une grande famille de plantes dicotylédones, appelées aussi Composées ou,
plus rarement des Composacées. En effet, ce que I'on prend a premiere vue pour des « fleurs »
chez ces plantes est en réalité composé de fleurs minuscules, réunies en inflorescences appelées
capitules. (Dictionnaire de I'Académie frangaise, 2016).

Ce sont des plantes herbacées, rarement arbustives, arborées ou rampantes. Elle comporte plus
de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces [7]. En Algérie, il en existe 109 genres et 408 espéces
[8]. Une des propriétés typiques de cette famille est sa richesse en composés naturels divers, on 'y
trouve des terpénoides, des flavonoides et des alcaloides [9]. La famille Asteraceae est parmi les
familles les plus représentatives en nombre d’espéces, elle renferme plus de 30 espéces [10]. Les
feuilles sont le plus souvent alternées, mais aussi opposées ou radiales, simples exstipulées [11].
Les fleurs sont généralement dissemblables dans un méme capitule, celles du centre ayant a la
fois étamines et pistil tandis que celles de la périphérie sont ordinairement et uniquement
femelle. Les fruits sont des achenes, c'est-a-dire des fruits secs, indéhiscents et contenant chacun

une seule graine [9].

1.1.2. Generalite sur plant Anvillea radiata

1.1.2.1. Description botanique

Plante arbuste tres rameux, boisé, en masse embranché, 20-50 cm de haut. Feuilles ; petites,
rudement triangulaires, avec un grand pétiole et un membre fortement denté, un grands capitules
solitaires ont un diametre de 3-5 cm avec de longues ligules. Fleurs ; sont toutes jaune-orange,
I'extérieur ceux 25 millimeétres. Le fruit est un non-fleshy; cypsella prismatique indéhiscent
(achéne de deux carpelles). Il fleurit habituellement au printemps, mais peut fleurir tout au long
de l'année [12].



Figure 1: Anvillea radiata

1.1.2. 3.1. Classification botanique des plantes étudiées

La classification systématique d’Anvillea radiata est détaillée dans le Tableaul (si Dessous).

Tableaul : Classification systématique d’Anvillea radiata [8]

Embranchement

Spermatophyte

Sous Embranchement

Angiospermes

Classe Eudicots

Ordre Asterales
Famille Asteraceae.
Genre Anvillea

Espece Anvillea radiata

1.1.2. 3.2. Noms vernaculaires

Nom vernaculaire en arabe : Nougd . [4]
1.1.2.4. Répartition géographique
Est une plante arbuste trés rameux, endémique du Sud-ouest Algérien et Sud-est Marocain, [13].
Cette espéce accepte une large variété d'états de sol et se développe sur les sols caillouteux des
oueds, sur les regs environnants (plateaux rocheux répandu avec de petits cailloux) et dans les

dayas. Elle prospére en conditions climatiques graves a moins de 100 millimétres de

précipitations par année [14].




1.1.2.5. Utilisation traditionnelle
Cette plante est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies
comme le diabéte, I’indigestion, les courbatures, le refroidissement pulmonaire, ainsi que, pour

le traitement des gastro-entérites, des spasmes et colique, des arthrites et des rhumatoides [15].

1.1.2.5. 1.Effets thérapeutiques

Selon la tradition locale, I’infusion (ou la macération) des feuilles et des tiges sont utilisées dans
le traitement des pathologies broncho-pulmonaires (refroidissement pulmonaire) et digestive.
Les pousses d’A. radiata, en infusion a froid ou chaud, sont utilisés comme remede contre le
diabete, Traite les maux de I’estomac ; contre le microbe de 1’appareil génital des femmes,

Contre la toxicité [15].

1.1.2.6. Composition chimique

Sur le plan composition chimique, peu d’étude ont été réalisées sur cette plante. Dans ce sens
[16] ont montré que cette plante est un réservoir riche en phytocomposants tels que les Alcaloids,
saponins, Terpens, Tanins, Flavonoides, Steroids et les Cardenolids. De méme 13 flavonoides

dont 4 aglycones et 9 flavonol glycosides ont été isolés [17].



Chapitre 2

Composes
phenoliques



1.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires (MS) sont des molécules organiques complexes synthétisées par Les
plantes autotrophies [18]. Ce sont caractérisés généralement par de faible concentration dans les
tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de
cette catégorie) [19]. Aussi n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de la plante [20]. Bio synthétisés a partir de métabolites primaires et jouent un
r6le majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la
survie de l'organisme dans son écosystéeme [21]. En 1987 Plus de 8500 métabolite secondaire
sont déja connus. Les plus grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les
composés phénoliques. Ils présentent une énorme valeur économique (en particulier pour
I'industrie pharmaceutique et la cosmétique) [21].

1.2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des antioxydants trés répondus dans le regne vegétal, leur structure de base
est constituée d’un noyau benzénique li€¢ a une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres, ils
possedent plusieurs fonctions biologiques telles que la protection contre le stress oxydatif et les
maladies degénératives [22].

Les polyphénols sont tres nombreux, plus de 8000 structures identifiées; ils sont classés selon la
complexité du squelette de base, le degré de modifications de ce squelette et les liaisons avec
d’autres molécules, suite a cette différence de structure, les polyphénols sont classés en quatre
groupes voir les acides phénoliques, flavonoides, tannins et lignines [23].

1.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui possedent au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. La dénomination acide phénolique est réservee aux
dérivés des acides benzoiques (C6-C1) et cinnamiques (C6-C3) [24].

Les acides phénoliques sont repartis en deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et
hydroxycinnamiques. La figure 2 illustre la structure de quelques acides hydroxybenzoiques.
1.2.1.1. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont des acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique,
généralement ces acides sont sous forme d’esters [23]. La figure 2 illustre la structure de

quelques acides hydroxybenzoiques.
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Figure n°3 : Structures des acides hydroxycinnamiques



1.2.2. Flavonoides
Les flavonoides représentent une classe importante de métabolites secondaires largement

répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles [25]. Tous les

flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6).

gﬁ'

Figure n°4: structure chimique des flavonoides

1.2.2. 1. Classification

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré d’oxydation du
cycle pyranique central (la chaine en C3), le noyau B est relié a 1’hétérocycle C dans les

positions 2, 3 ou 4. Les groupes principaux sont les flavanols, les flavones, les flavanones, les

flavonols, les isoflavones, et les anthocyanidines.

o
O g O
O

Isoflavone

OH
I OH
O

Flavanols

o
Flavanone

HO

: O
I

0

I

Figure n°5: Quelques structures des flavonoides



1.2.3. Propriétés chimiques, et mécanismes d’action contre les radicaux libres.

1.2.3.1 Propriétés chimiques majeures des polyphénols

Une propriété importante des groupements hydroxyles des phénols est leur acidité due a la
labilité des protons acides, qui entraine la formation d’anions phénoxydes (Figure 6) stabilisés
par résonnance. Cet anion, a la possibilité de perdre un électron pour former un radical [26] ;
I’électron lui pouvant étre récupéré par un radical libre. La structure aromatique du radical
phénoxyde ainsi formé lui confére une certaine stabilité, donc une réactivité plus faible, en raison

de la délocalisation du radical [27]. Il peut ensuite réagir avec un autre radical libre [28].

Figure n°06 : Structure chimique d'un anion phénoxyde.

Les substitutions les plus rencontrées sur les phénols des végetaux sont principalement la
méthylation et la conjugaison avec des esters et des glycosides, lesquels peuvent étre acylés. Les
polyphénols sont généralement glycosylés dans leur état naturel[26]. Par conséquent, I‘aptitude
de certains polyphénols a étre naturellement présents sous forme glycosidique dans 1’aliment leur
octroie une biodisponibilité toute relative. En effet, il a été montré que la glycosylation, la

conjugaison et la polymérisation tendaient a diminuer leur absorption intestinale

1.2.3.2. Mécanismes d’action contre les radicaux libres

La grande capacité des composés phénoliques a contrecarrer les radicaux libres, et a chélate les
ions métaux de transitions (Figure 7) est directement reliée a leurs caractéristiques structurales. 11
est prouve que cette activité est due aux nombres de groupements hydroxyles présents sur les
cycles benzoiques, et aussi a la proximité des groupes alkyls. Ainsi, des différentes familles
connues des polyphénols, les flavonoides sont-ils ceux qui, en particulier, réunissent toutes ces

caractéristiques [29].
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Figure n°07 : Mécanismes d'actions antioxydantes des composes phénoliques . RH : produit

stable et R : radical libre

1.3. Méthodes d’extractions des composés bioactifs a partir des plantes

L'extraction est la separation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des composants
inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles végétales ou
les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement Impures sous forme de

liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe. Il s'agit de

préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales [30].

1.3.1.Méthodes classiques

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants de molécules actives a partir des matrices

végeétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a l'agitation. Les

techniques classiques existantes permettant d‘extraire ces principes actifs incluent : Soxhlet,

I‘hydro-distillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une graisse chaude[31].

10



1.3.2. Méthodes alternatives

L’extraction de molécules issues du matériel végétal ou ligneux par les techniques
conventionnelles se révele étre une étape souvent délicate et trés longue qui nécessite une
consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des dégradations des
matiéres traitées (a chaud par exemple) et de diminuer le rendement d’extraction. une demande
croissante de nouvelles techniques d’extraction permettant de réduire a la fois, le temps
d’opération, la consommation de solvant et la quantité d’effluents. Les techniques modernes
telles que I’extraction assistée par micro-ondes ou ultrasons, 1I’extraction par fluide supercritique
et I’extraction par solvant accélérée sont des techniques rapides et efficaces pour extraire des
composés chimiques des matrices solides de plantes. Ces techniques peuvent fonctionner a haute
température et/ou haute pression améliorant nettement la but de palier la cinétique d’extraction
[32].

1.3.2. 1. Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses avantages les
plus significatifs sont liés a I’augmentation du rendement d’extraction et une accélération de la
cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de travailler a des températures
relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés. Cette technique est facile a
mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, I’extraction par ultrasons permet d’utiliser une large gamme
de solvant afin d’obtenir différents composés naturels. Cependant, 1’effet de I’extraction par
ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction est li¢ a la nature de la matrice vegétale
[33].

Le principe de cette procédure est illustré dans la figure 08

Pression
acoustique

!
Ondes de
compression

Variation < . e 3 —
de taille © O o O O N C Sy
des bulles — —

Temps

Figure n°08 : Représentation schématique du phénomene de cavitation acoustique
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L'ultrason fait référence aux ondes sonores qui générent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores
peuvent se propager dans une matiére et elles impliquent des cycles d'expansion et de
compression lors de la propagation dans le milieu. L'expansion peut créer des bulles qui se
forment, se développent et s'effondrent dans un liquide. Preés d'une surface solide, I'effondrement
de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse [34]. Ce phénoméne est

appelé la cavitation acoustique
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I.4. Généralités sur les plans d’expériences

1.4.1. Définition

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 [35]. La méthode
d’expérimentation choisie doit faciliter 1’interprétation des résultats, et minimiser le nombre des
essais sans toutefois sacrifier la qualité. L’objectif principal peut étre résumé par la devise : «

Obtenir un maximum d’information avec un minimum d’expérience» [35].
1.4.1.1. Principe

Il consiste a faire varier simultanément les nivaux d’un ou de plusieurs facteurs, qui sont les
variables, discrétes ou continues, a chaque essai. Ceci va permettre de diminuer fortement le
nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés, en détectant

les interactions entre les facteurs et les optimaux par rapport a une réponse [35].
1.4.1.2. Terminologie

e Réponse : C’est la grandeur physique étudiée [36].
e Facteur : Sont les variables qui peuvent modifier la réponse [37].
e Niveau d’un facteur : Est la valeur donnée a un facteur pour réaliser une experience
[37].
e Domaine d’étude : domaine expérimental délimité par les niveaux inférieurs et
supérieurs des facteurs étudiés [38].
e Plan d’expérimentation: matrice déclinant I’ensemble des conditions expérimentales,
imposées aux variables naturelles pour la réalisation des différents essais, dans le cadre
du plan d’expériences choisi [38].
e Matrice d’expériences : indique les niveaux pris par les variables codées aux différentes
expériences [38].
1.4.2.Plans pour surfaces de réponse (RSM)
La méthode des surfaces de réponse (RMS) est une technique d’analyse statistique puissante,
bien adapté a la modélisation des processus complexes ou la réponse est influencée par plusieurs
variables et dont I’objectif est d’optimiser cette réponse. Box et Wilson sont les premiers a
introduire la théorie de la RMS en 1951, et qui devient par suite la plus utilisée pour
I’optimisation des processus. Dans ce modele, plusieurs type de plans sont utilisés, les plus
connus et les plus utilisés sont les plans composites centrés, les plans Box-Behnken, les plans de

Doelhert et les plans hybrides [38].
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Le modele mathématique utilisé avec le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est un modéle

du second degre classique :
Y =by+ byx, +byx,+byxg+bxx,+ baxyxg+ bogxoxg +byyxi +boyxl 4 bygxi...

Y : représente la réponse .

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

by, byabsg o sont les coefficients des termes d’interaction.

1.4.3. Plan de Box-Behnken a trois facteurs
1.4.3.1. Définition du plan de Box- Behnken

Ce sont des structures symétriques dans lesquelles 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 [39].

1.4.3.2. Description du plan

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

sur une sphere [40].

oo *

9\_/; %:e ur 2

- +

% |
O? ©
Facteur 3 | 1 ( - O () )

Facteur 1

Figure n°9: Illustration du plan de Box-Behnken pour trois facteurs.

Un cube posséde 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 aréte
pour conséquence de placer, les points expérimentaux a égale distance du centre du domaine

d’étude, sur une sphere [40].
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Un cube posséde 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 aréte
prennent pour coordonnées (0, +1, £1) [39]

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 [39].

Tableau 02: La matrice expérimentale du plan de Box-Behnken pour 3 facteurs[39].

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
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I1. Matériels et méthodes
1.1 Récolte

Le travail réalisé porte sur I’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a partir des
feuilles A. radiata au début du mois d’octobre de I’année 2018, dans Djebel EI
houache a Constantine.

11.1.1- Préparation des échantillons

Une fois la récolte du matériel végétal est réalisée, I’échantillon est séché a I’air libre dans un
endroit sec pendant 15 jours puis broyé a 1’aide d’un broyeur électrique, puis la poudre a subi un
tamisage afin d’obtenir une granulométric de 125um. Les poudres obtenues sont par la suite
conservées dans des sachets en papier a I’abri de la lumiére pour éviter la photo-oxydation des
substances actives contenues dans la poudre et seront utilisées par la suite pour la préparation des
extrais bruts

11.2. Protocole utilisé pour I’extraction

Dans notre travail nous avons utilis€ [I’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)

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 I’extraction solide-liquide.

La poudre des feuilles du A. radiata et mélangée a un certain volume du méthanol (la

concentration a été choisie selon le modéle expérimental) dans un tube. Ensuite, les tubes ont été
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immergés dans un bain d'eau de sonication, et irradiés & une puissance de 50Hz a différentes

temps d'extraction (min) et masse (g), tel que défini par les conceptions expérimentales.
11.2.1. Modele expérimental

11.2.2. Expériences a un facteur

Des expériences a un facteur ont été menées pour évaluer les effets des trois paramétres
expérimentaux sur l'efficacité de I'extraction. Il s’agit de la masse des feuilles A. radiata ( 0,5-
29), le volume de méthanol (10-100 ml) et le temps d'extraction (5-30 min). Sur la base des
résultats d'expériences a un seul facteur, trois facteurs qui ont exercé une influence majeure sur
I'efficacité de I'extraction seraient sélectionnés dans la conception de la méthode de surface de
réponse subséquente

11.2.2.1. Le temps d’extraction (X1)

1g de poudre des feuilles du A. radiata a eté melangée avec 100 ml de méthanol pure et placée
dans un appareil ultrasonique (Joident Ultrasonic- Cleaner, METO 5, Ningbo, Chine) avec un
temps d’extraction qui varie entre (5 min a 40 min). L’extrait a été filtré¢ et le méthanol a été
élimine a l'aide du rota-vapeur 45°C.

11.2.2.2. Le volume du solvant (X2)

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 20 min et 1g, respectivement. Les extraits ont
été filtrés et le méthanol a été élimine a l'aide du rota-vapeur a 45°C.

11.2.2.3. La masse de ’extraction (X3)

A un temps de 20 min et un volume de méthanol de 50 ml, les échantillons ont été extraits avec
des masses qui varient de 0.5 a 2.5¢. Tous les extraits ont été filtrés et le méthanol a été éliminé a

I'aide du rota-vapeur a 45°C.
11.3. Dosage des composes phénoliques

11.3.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été fait selon la méthode décrite par (Singleton et Rossi,
1965). Un volume de 500 pl d’extrait a été additionné de 1 ml de réactif de Folin— Ciocalteu
dilué¢ a (1/10). Aprés 2 mn d’incubation a 1’obscurité, 1 ml de carbonate de sodium (2%) sont
ajoutés. L’absorbance a été mesurée au spectrophotométre a 760 nm aprés 30 minutes
d’incubation au bain marie a 50°C et refroidissement direct dans un bain de glace, le dosage est
effectué en triple. La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de
régression de la courbe d’étalonnage, établie avec le standard étalon d’acide gallique et exprimée

en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme de poudre (mg EAG/g).
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111.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible
de former avec le groupement (CO) un complexe jaunatre en présence de chlorure d’ Aluminium
[42]. La détermination de la quantité des flavonoides totaux contenue dans les extraits de A.
radiata a éte réalisée par la méthode colorimétrique décrite par Khennouf, et al., (2010). Mettre
Iml d’extrait dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution éthanolique de chlorure
d’aluminium a 2 % , laisser incuber 15min a temperature ambiante. Lire les absorbances a partir
du spectrophotométre UV-visible a 430 nm. La teneur en flavonoides contenue dans I’extrait est
calculée par référence a une courbe d’étalonnage, établie avec le standard étalon de Quercétine et
exprimée en milligrammes d’équivalents de Quercétine par gramme de la poudre (mg EQ/Q).
11.3.3. Test DPPH (2, 2-diphényl-1-picryl-hydrazyl)

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphényl-B- picrylhydrazyle) fut ’un
des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structureactivité antioxydante des
composes phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait
de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, 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 ’atome H sur le DPPH’

alors transformé en une molécule stable DPPH-H [43].

VIOLET

Figure n°11 : Réaction d'une structure polyphenolique avec le radicale DPPH
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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 été mélangée a 1’aide d’un vortex et laissée pendant 30 minutes a 1’obscurité et a
température ambiante. La diminution de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517
nm. La capacité antioxydant a été exprimée en mg d'équivalents d’acide ascorbique (vitamine C)
par g matiére séche (CAEAA). L’expérience a été répétée 3 fois pour calculer la moyenne. Le
calcul de CAEAA a été réalisé en utilisant 1’équation suivante :

(Abs. — Abs;) vV 1

CAFEAA = xDx x —
i 1000 Qg

Abs . : Absorbance du contrfle (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 I’acide ascorbique (vitamine C) .

D : Nombre de dilution de I’extrait .

V :Le volume total de I’extrait (10ml) .

Qg : La quantité de I’échantillon utilisé¢ en g (1g).

I1.4. Application du plan d’expérience

L’optimisation de la méthode d’extraction est réalisée en employant le plan de Box Behnken de
trois niveaux, pour évaluer l'effet combiné de trois variables indépendantes : le temps (min),
solvant (ml), et la masse (g) qui sont désignés par X1, X2 et X3 respectivement. Les études
préliminaires effectuées, ont permis de déterminer les niveaux bas et haut pour les variables

influencant I’expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans le tableau 3.

Ces parametres ont été étudies de maniere a optimiser trois réponses : Le taux des polyphénols
totaux, les flavonoides et ’activité antioxydant par le test d’inhibition du radical DPPH. Selon la

formule : N =2k(k— 1)+ 3Cp 15 essais ont été réalisés ; de maniere a pouvoir estimer le

model mathématique des réponses investiguées. Ou : N : est le nombre d’expériences. K : est le

nombre de facteurs et Cp le nombre de points centraux

La méthodologie des surfaces de réponses permet de modéliser les réponses étudiées sous forme

d’une équation polynomiale du second degré présentée ci-dessous :

k k k
i=1 i=1

i>j
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ou:

Y représente la réponse étudiée (dans notre cas, y représente CPT, flavonoides et I’inhibition de
DPPH); By, est un coefficient constant, B;, B et Bjj sont des coefficients des limites linéaires,
quadratiques et interactives, respectivement, et le x; et x;j représentent les variables indépendantes

codées et E représente ’erreur expérimentale.

11.5. 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 été utilisee pour la
verification de la signification des coefficients du modéle (p <0,05).Le test F et la valeur-p ont
été utilises pour verifier I'importance du coefficient de régression. L'adéquation du modele a été

déterminée en évaluant le manque d'ajustement.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Extraction des composés phénoliques par ultrason

Les études préliminaires permettent la détermination des niveaux inférieurs et supérieurs des
variables du plan expérimentale utilisé a fin de sélectionner un intervalle approprié pour
I’extraction des CPT pour chaque variable indépendante. Dans cette méthode d’extraction
conventionnelle nous avons étudié, en fonction des teneurs en polyphénols totaux (CPT) qui sont
exprimés en mg Equivalent Acide Gallique (EAG) /g de Matiere seche (MS), trois parametres
(temps, volume de solvant et la masse).

III.1.1. L’effet de différents temps d’extraction

Le temps de contact entre les deux phases est aussi I'un des parametres les plus importants a
maitriser. Ce parametre est étroitement li€ a la cinétique de 1’extraction. La connaissance de la
cinétique permettra d’arréter I’extraction lorsque le rendement souhaité est atteint. Le temps
pendant lequel le solvant et le materiel végétal sont mis en contact peut influencer la libération
progressive de solutés a partir de la matrice vegétale vers le solvant,et donc cela influence
I’efficacité de I’extraction [44]. Par contre, un temps de contact prolongé n’améliore pas toujours
I’efficacité de I’extraction en favorisant I’oxydation des composés phénoliques. Dans notre cas,
les temps d’extraction ont été de 1’ordre de 15 minutes jusqu’a 40 minutes, les résultats sont
représentes dans le graphe de la figure n°12. Tandis que les autres conditions d'extraction ont été

fixées comme suivantes : la masse (1g) et le volume de méthanol 100 ml.

Teneur de composés phénoliques (mgGAE/G)

25 30
Temps (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)

La teneur des composés phénoliques des feuilles du Anvillea radiata atteint une valeur maximale
de 137 mg EAG /g de matiere seche a un temps d’extraction de 20 min. De 20 min & 40 min, les

teneurs des CPT n'augmentent plus, ce qui veut dire que le temps d’extraction prolongé n'est pas
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utile pour extraire plus de composés phénoliques. Cela est probablement du a la dégradation des
composés phénoliques causée des rayonnements électromagnétiques a des temps d’extraction
prolongés. L’étude statistique révele une différence significative (P <0,05) entre les teneurs en
polyphénols extraites a différents temps d’extraction (15-25 min), qui varient entre 117 a 137 mg
EAG/g de MS.

Le temps de 20 min a été sélectionné pour les essais préliminaires, tandis que la gamme 15-25

min a été choisie pour les essais de MSR.
I11.1.2. L’Effet de volume de solvant

L’extraction par solvant est la procédure la plus utilisée généralement pour préparer des extraits
de la matiere végétale due a leur facilité d’utilisation, efficacité et une large applicabilité. Le
volume de solvant, est un facteur influencant sur ’extraction de polyphénols, c’est pour ¢a on a
procédé a différentes extractions avec différents volumes de solvant. La figure n°13 montre les

résultats de ces essais.
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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).
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Dans la présente étude, le rapport a été augmenté en gardant constant le poids solide (1g), le
volume du solvant doit étre suffisant pour s'assurer que I'ensemble de I'échantillon est immergé,
en particulier lorsqu'il s'agit d'un échantillon qui gonflera pendant le processus d'extraction. Les
résultats obtenus dans la figure n°13 montrent que la variation du volume a un effet sur le taux
d’extraction des polyphénols totaux comme 1’ont cité plusieurs auteurs dans leurs travaux dont
[45]. Les teneurs augmentent avec 1’augmentation de volume de solvant ce qui concorde avec les
données de la littérature ou [45] ont trouvé 50 ml de solvant d’extraction ont permis d’extraire le
maximum de CPT. En outre, [46] ont trouvé un volume de 30 ml comme proportion du solvant
adéquate pour I’extraction des teneurs les plus élevée. Dans notre étude, le volume qui a révélé la
plus faible concentration est de 70 ml alors que la meilleure est attribuée a un volume de 50 ml.
Les résultats de 1’étude statistique montrent une différence significative entre les teneurs
extraites par ces ratios qui varie de 15 a 165 mg EAG/g de MS. En augmentant le volume de
méthanol de 40 a 50 ml, on obtient un meilleur rendement d’extraction qui passe de 55 mg
EAG/g de poudre a 165 mg EAG/g de poudre respectivement, au de la ce volume les taux en
composés phénoliques diminues. Ce qui est probablement dd a la solubilité accrue des composés
phénoliques. Le volume de 25ml a été sélectionné pour les essais préliminaires, tandis que la

gamme 40-60 ml a eté choisie pour les essais de MSR.
I11.1.3. Effet de différentes masses d’extraction

La masse de matiere vegétale est un facteur influengant sur I’extraction de CPT, ¢’est pour ¢a on
a procedé a différentes extractions avec différentes masses. L’influence de la masse du matiere
vegétale sur le rendement en composés phénoliques totaux des extrais étudiés est illustrée dans
la figure n°14. L’effet de la masse sur I'extraction des CPT des feuilles du Anvillea radiata a été
évalué a l'aide de six rapports (0.5:50, 1:50, 1.5 :60 et 2 :50 g/ml) sur une période d'extraction de
20 min, (figure n°14). L’analyse statistique révéle une différence significative a p<0,05 entre les
différentes masses. La masse de 1 g de la matiére végétale a donné un meilleur rendement en
CPT avec un taux de 450 mg EAG/g de MS, suivie par 0.5 g avec une teneur de 380 mg EAG/g
MS, alors que 2.5g a donnée le taux le plus bas de 110 mg EAG/g de MS. De 1 a 2.5 g, les
teneurs des CPT n'augmentent plus, ce qui veut dire que ’augmentation de la matiére végétale

n'est pas utile pour extraire plus de composés phénoliques. Une augmentation du masse

d’extraction de 2 g est accompagnée d’une diminution en CPT (120 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 deuxiéme loi de diffusion de Fick, il y a un équilibre final
entre les concentrations de soluté dans la matrice solide et le solvant apres une durée particuliere.
La masse de 1g a été sélectionné pour les essais préliminaires, tandis que la gamme 0.5-1.5g a
été choisie pour les essais de MSR.

III.2. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénolique

totaux

Trois facteurs, qui sont le temps d’extraction (X1), le volume (X2) et la masse (X3), ont été
utilisé afin d’optimiser 1’extraction des polyphénols totaux des feuilles du Anvillea radiata. Les
trois facteurs (Xi, Xz, et X3) a trois niveaux (-1, O et +1) ont été appliqués pour optimiser

I’extraction des composés sont consigne dans le tableau 03:
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Tableau 03: Les domaines expérimentaux des facteurs étudiés dans 1’optimisation des composés

phénoliques des feuilles du Anvillea radiata.

Variables Niveaux
-1 0 1
Temps (min) X1 15 20 25
Volume de solvant (ml) X 40 50 60
Masse (9) X3 0.5 1 1.5

I11.2.1. Plan d’expérience Box-Behnken

Basées sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque variable indépendant

(temps, volume et masse) influencant le CPT ont été choisies. Les données expérimentales

obtenues a partir des 15 essais ont été analysées aléatoirement a 1’aide d’un plan d’expérience

Box Behenken Design (BBD). Les réponses mesurées sont comparées a celles prédites pour

I’estimation de I’écart et I’erreur expérimentale afin de vérifier la validité du modéle choisi. Les

résultats ont montre que la teneur en CPT varie entre 116,48 et 316,93 mg EAG/ g de matiere

seche (tableau 04), ceux-ci ne font que confirmer que les facteurs (temps, volume et masse) ont

une influence sur ’extraction de CPT.
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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 matiere seche).

Facteurs Réponse
Expérimental X X, X,

(min) (ml) (2 CPT FVT DPPH
1 0 0 0 118,88 1,77 3323,07
2 -1 0 1 162,76 2,17 2054,70
3 1 -1 0 190,78 1,24 1478,63
4 0 -1 -1 124,55 1,19 316,239
5 -1 -1 0 170,39 1,56 408,547
6 1 0 1 316,93 2,43 4608,54
7 0 1 -1 123,13 0,81 2960,68
8 0 0 0 269,06 2,51 882,051
9 1 1 0 168,61 1,58 2249,57
10 1 0 -1 144,50 1,60 837,606
11 -1 1 0 176,41 0,88 211,965
12 0 -1 1 237,94 1,44 1902,56
13 -1 0 -1 116,48 1,17 1017,09
14 0 1 1 241,13 1,98 2158,97
15 0 0 0 170,03 1,56 774,358
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111.2.2. Validation du modele

Le modéle mathématique, dans les plans d’expériences, unit la réponse qui est dans cette étude la
teneur en composes phénoliques aux facteurs qui ont un effet sur elle. Dans 1’objectif d’avoir une
bonne réponse plusieurs conditions doivent étre vérifiées.

Les résultats enregistrés dans le tableau 5 indiquent que le modele représente de maniere
adéquate la relation entre les parametres choisis et la réponse en composés phénoliques. Cette
analyse montre que le modele est significatif (P<0,05) avec un coefficient de régression R? de
0.90 (Figure 15). De plus, la valeur du coefficient de détermination ajusté R? ajusté est de

I’ordre de 0.93 et que le manque d’ajustement n’est pas significatif (P>0,05).

2250

300 |

250 |

200

Predicted Valugs

150 |

S50
50 100 150 200 250 00 250

Observed Walues

Figure n°15 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.
Ce dernier représente la valeur du coefficient de détermination (R?) aprés élimination des termes
(coefficients) inutiles du model. Dans un modeéle, si la P-value du défaut d’ajustement est

significative, ce model sera rejet
Tableau 05 : L'analyse de la variance des modeles polynomiaux de second ordre.

Régression | R® R? Rapport F | Prob.>F Défaut Défaut
(ajusté) | du modele d’ajustement d’ajust.
(Rapport F) (Prob.>F)
Y cpr 0.90 0.93 410.23 <0.0250* 0.77 0.82
Y Flavonoide 0.88 0.85 756.40 0.0337* 79.64 0.121
Y DppH 0.83 0.78 80.33 0.012* 55.89 0.64

La valeur-p a été utilisé pour Vérifier la signification de chaque coefficient, elle est inférieure
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111.2.3.Modéle mathématique

Le model mathématique du plan BBD des 15 essais reliant la teneur en composés phenoliques et
les parametres expérimentaux est présenté par la relation suivante :

CPT=185.99 +24.34 X;—1.79 X3—56.26 X3 —7.04 X1 X5 +31.53 X; X3+ 1.15 X; X3 —2.98
X1% — 6.46 X,* +2.16 X5°

111.2.4. Effet des facteurs (coefficients)

L’analyse de la variance de la régression des coefficients consiste a analyser I’impact des
variables (X3, Xz et X3) a P<0.05, afin de déterminer le degré d’influence des facteurs (temps,
volume et masse) sur 1’extraction des CPT.

LesP-value sont utilisés comme un moyen pour veérifier la signification de chaque coefficient, ce
qui indique aussi ’intensité d’interaction de chaque paramétre. Les plus petits P-value présentent
la plus grande signification du facteur correspondant. 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 185.99 30.22 421 0.001
by 2434 11.75 1.19 0.002

Lingaire b 21.79 20.078- 20.016 0.609
bs 56.26 2456 151 0.030
biy 7.04 112 20.18 0.0031

Interaction bis 31.53 16.89 20,089 0.589
D23 115 018 0.03 0.132
bat 2.08 20.25 20.75 0.0124

Quadratique Do 26.46 ~4.22 20.162 0.8655
bs3 216 20.98 0.054 0.0425

111.2.5. Effet linéaire

Les deux facteurs; le temps et la masse influencent de maniere significative le taux des

composées phénoliques avec des valeurs de (P=0.002 et 0.03) respectivement. Par contre

I’influence de volume est non significative (P=0.609).
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111.2.6. Effet quadratique

Les résultats obtenus, indiquent que seulement deux facteur possédant un effet quadratique sur
I’extraction des composées phénoliques, a savoir : le temps d’extraction (X1X;) et la masse de
la matiére séche du Anvillea radiata (X3*X3) avec une probabilité de P= 0,012 et 0.0425,
respectivement. Contrairement a ’effet quadratique le volume (X2*X3) qui est non significatif
avec P=0,865. Ces résultats montrent que le temps d’extraction, et la masse de la matiére séche
du Anvillea radiata jouent un rdle important dans 1’extraction des composées phénoliques, ce
qu’est déja rapporté par plusieurs auteurs [47,48].

I11.2.7. Analyse des surfaces de réponse

111.2.7.1. Temps —volume (X;*X5)

Les résultats obtenus de 1’é¢tude d’interaction entre le temps d’extraction, le volume et le taux
d’extraction des CPT sont représentés dans la figure n°16. Les résultats obtenus montrent que le
couple temps d’extraction et la masse (X1*X2) présente un effet significatif avec P=0.0031. Une
augmentation de la teneur en composés phénoliques a été observée avec 1’augmentation du
temps d’extraction de 15-20 min et le volume de solvant de 40-50 ml, mais la tendance a été
renversee lorsque le rapport a atteint une certaine valeur. En effet, a un temps de 20-25 min et le
volume de 50-60 ml une diminutions remarquables de la quantité de composeé extrait est
constatée. Cela est due probablement a la dégradation des composés phénoliques par les ondes

¢lectromagnétiques émet par 1’ultrason.
111.2.7.2. Temps —masse (X1*X3)

Les résultats obtenus de 1’étude d’interaction entre le temps d’extraction, la masse et le taux
d’extraction des composes phénoliques sont représentés dans la figure 16B. Les résultats obtenus
montrent que le temps d’extraction, et la masse (X;*Xs) présente un effet non-significatif avec la
probabilité supérieure a 0,05. Si on augmente le temps d’extraction et la masse d’extraction et on
fixe le volume a 40 ml simultanément, la teneur en en composés phénoliques augmente de 140 a
280 mg EAG/g donc le temps d’extraction et la masse augmentent proportionnellement avec le
taux d’extraction des CPT.

111.2.7.3. Volume-masse (X;*X3)

La figure 16C montre la surface de réponse qui présente I’effet de volume et la masse (X2*Xs)
sur I’extraction des composés phénoliques. Les résultats obtenus indiquent que I’interaction
volume-masse est non significative avec la probabilité supérieure a 0,132. Les résultats montrent
que la teneur en composés phénoliques diminue lorsque la masse varie de 1 a 1.5 g et le volume
de 40 a 60 g/ml. Si on augmente la masse de 0.5 a 1g et on fixe le volume a 60 ml

simultanément, la teneur en composé phénoliques augmente de 130 a 145 mg EAG/g.
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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 composés phenolique des feuilles du Anvillea radiata
111.2.8. Parameétres optimaux

Cette étude montre qu’un modele polynomiale d’ordre deux peut modéliser correctement le
phénomene étudié .11 apparait que les conditions expérimentales optimales qui conduisent a une
maximisation de 1’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.
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Tableau 07 : Conditions optimales d’extraction des composés phénoliques par ultrason

Temps d’extraction (Volume) Masse Valeur prédite
(min) (ml) (9) (mg GAE/g MS)
25 60 15 138.61

II1.3. 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 quercétine. La courbe
est établie avec un coefficient de corrélation R?= 0,89 (Annexel). Les résultats obtenus sont
exprimes en mg équivalent quercétine par gramme de la matiere seche (mgEQ /gMS). Les
résultats de la présente étude, montrent que les teneurs en composés flavonoidiques varient de
0.81 a 2.17 mg EQ/g de MS (Tableau 4). Ceci confirme I’influence des paramétres étudiés
(temps, volume et masse) sur le taux des flavonoides

111.3.2. Coefficient de corrélation

L’efficacité d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de corrélation RZ.Les résultats
de I’analyse de la variance de la régression obtenus sont représentés dans la figure (17) et

(Tableau 5).
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Figure n°17 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.

L’analyse statistique a montré que le coefficient de corrélation R? et celui d’ajustement sont de
0,88 et 0.82 respectivement qui sont proches de 1 et un manque d’ajustement du model qui est
non-significative a p<0.05, indiquant que le modéle pourrait étre utilisé pour prédire les résultats
obtenus en terme de flavonoidiques par cette technique d’extraction assistée par ultrason
(Tableau 05).
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111.3.3. Effet des facteurs (coefficients)

Les résultats du calcul des coefficients de régression estimés du model polynomial sont
représentés dans le tableau 08.

Tableau 08 : Les coefficients de régression estimés du model polynomial du second degre.

Terme | Coefficients Erreur Rapportt | Probabilité >Itl
standard

EVT

Constant bo 1.95 0.194 10.025 0.00169
by 0.13 0.019 1.136 0.030708

Lincaire b, 20.02 0.010 -0.183 0.04362
bs 0.408 0.013 3.426 0.23611
b 0.25 0.012 1.507 0.019207

Interaction bra 20.042 0.005 20.249 0.81274
Das 0.22 0.001 1.3617 0.023143
bus 20.078 0.0026 20.4037 0.01030

Quadratique Doz -0.560 0.132 -0.1784 0.02415
Das 20.031 0.016 3.4266 0.86538

Significatif avec p<0.05.

111.3.4. Analyse du modéle mathematique

Connaissant les valeurs du coefficient bo, les coefficients linéaires, les coefficients des
interactions et quadratiques de chaque facteur, ces valeurs sont rapportées dans la fonction
deYrvt, le modele mathématique postulé est un modele polynomial de second degré présenté par
la relation suivante :

FVT=1.95 + 0.13 X;—0.02 X+ 0.408 X3+ 0.25X; Xz — 0.042X; X3+ 0.22 Xz X3 — 0.078X,?
—0.56 X»* —0.031 X5° (Eq.(07))
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111.3.4.1. Effet linéaire

L’équation 07 montre que le facteur qui influence d’une manicre significative sur 1’extraction
des FVT par ultrason est le temps d’extraction (X;) avec une probabilité inferieure de 0.05 et F-
ratio (F= 1.136).suivi par et le volume de solvant (X;) avec une probabilité P (0,04362) et F-ratio
(F=-0.183) Cependant I’impact est non significatif pour la masse de la matiere séche du Anvillea
radiata.

111.3.4.2. Effet quadratique

Les effets quadratiques X;2 (temps*temps) et X;? (solvant*solvant) influencent d’une manicre
significative sur la teneur en des flavonoides totaux, avec des probabilités P de 0.0103 et 0.0241,
respectivement.

111.3.4.3. Effet d’interaction

Les interactions X;*X, (temps* volume de solvant), et X,*X3 (volume de solvant *masse) sont
significative sur I’extraction des composés flavonoides a partir des feuilles du Anvillea radiata
avec des probabilités P de 0.0192 et 0.0231, respectivement. Alors que les interactions X1*X3
(temps *masse), ne été pas significatives. Ces interactions sont montrees dans la figure 18.

111.3.5. Analyse des surfaces de réponse
111.3.5.1. Temps -volume (X;*X5)

Les résultats illustrés dans la figure 18 (A) montrent que ’augmentation le volume de solvant de
40 a 50 ml avec le temps de 15 a 20 min ameliorent le rendement d'extraction. Une augmentation
de volume d’’extraction au-dela de 50 ml et un temps supérieur a 20 min marque un déclin
progressif de la réponse.

111.3.5.2. Temps-masse (X;*X3)

Comme le montre la figure 18 (B) une augmentation de la masse de la matiere seche de 0.5 a
19 et le temps d’extraction de 15 a 20 min augmente le rendement de l'extraction. Mais a une
masse supérieure a 1g et un temps supérieur a 20 min, on remarque une diminution du rendement
d'extraction.

111.3.5.3. Volume-masse (X;*X3)

L'interaction entre le volume d'extraction et la masse (Figure. 18. (C)) montre que la teneur en
FVT augmente rapidement avec l'augmentation de la masse du matiere seche, en fixant le temps
a 20 min, alors qu'avec une augmentation du volume liquide au-dela de 50 ml, une légere

diminution a été observée sur la teneur en FVT.
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Figure n°18: Surface de réponse pour les effets volume/temps (A), la masse/temps(B) et

volume/masse (C) sur le rendement des composés flavonoidiques des feuilles du Anvillea

radiata

I11.4. Parameétres optimaux

Les conditions optimales de 1’extraction des composés flavonoidiques par ultrason a partir des

feuilles du Anvillea radiata ont été obtenues en utilisant les équations de régression de la

methodologie de surface de réponse (Eq.(07)). Le tableau 9 indique le volume du solvant, le

temps et la masse qui permettent de donner la meilleure réponse en flavonoides totaux

Tableau 09 : Conditions optimales d’extraction des composes flavonoidiques par ultrason

Temps d’extraction Volume Masse Valeur prédite
(min) (ml) (9) (mg EQ/g MS)
25 60 15 3.348
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I11.4.1. Test d'évaluation d'activité antioxydante

111.4.1.1. L’activité scavenger sur le radical DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) est un radical libre stable, utilisé pour évaluer la
capacité d’un antioxydant naturel d’épuré un radical libre (free radical-scavenging). 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 maticre
seche (EAAC). Les résultats montre que tous les extraits présentent des activités anti-radicalaire
considérables varient de 316.239 a 4608 mg EAAC/g de MS (tableau 4). Ceci confirme
I’influence des paramétres étudiés (temps, volume et masse) sur ’activité anti-radicalaire
111.4.1.2. Coefficient de corrélation
Dans la présente étude, la valeur de coefficient de corrélation R? est de I’ordre de 0.83, signifiant
que uniquement 17% des variations ne sont pas expliquées par le model.
De plus, la valeur du coefficient de détermination ajusté (R?ajusté) est d’environ de 0.78, qui est
assez élevée pour confirmer la haute significativité du model, sachant que ce terme représente la
valeur du coefficient de détermination (R?) aprés élimination des termes (coefficients) inutiles du
model.
111.4.1.3. Analyse du modele mathématique
D’apres les résultats de I’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction qui régit
I’activité anti radicalaire a partir des feuilles du Anvillea radiata sont alors bien connues. Le
modeéle mathématique du BBD de la présente etude peut étre représenté par la relation suivante :
DPPH=1659.82 + 685.25 X1+ 434.40 X; + 699.14X3 + 241.88 X; X, + 683.33X; X3 —597.00
Xy X3 —138.88 X1 —433.76 Xo° + 608.54 Xg= (Eq.(08))

111.4.1.2.1.Effet des facteurs (coefficients)

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

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

Ter Coefficients Erreur Rapportt | Probabilité >ltl
me standard

DPPH

Constant bo 1659,82 679.37 2.44 0.001
by 685,25 416.33 1.67 0.233

Linéaire b, 434,40 310.10 1.04 0.026
bs 699,14 216.36 1.68 0.015
b1o 241,88 188.353 0.41 0.0031

Interaction 68333 253,63 1.16 0.0619
by -597,00 333.23 -1.07 0.7961
b1 -138,88 57.89 -0.22 0.0012

Quadratique |—~ -433,76 13356 0.70 0.3963
b33 608,54 144.87 0.993 0.7856

Significatif avec p<0.05.

111.4.1.3.1. Effet linéaire

Les facteurs influengant I’activité antioxydante des extraits des feuilles du Anvillea radiata

sont le temps d’extraction, volume de solvant et la masse. Seul I’effet temps qui n’est pas

significati

111.4.1.3.2. Effet quadratique

Il y’a deux effets quadratique volume de solvant (X;*X;) et la masse (X3*X3) qui n’sont pas

significatifs. Par contre I’influence de temps d’extraction (X;*X;) qui est significatif avec

P=0,0572.
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111.4.1.3.3. Analyse des surfaces de réponse

111.4.1.3.3.1. Temps —volume (X;*X3)

Le temps d’extraction-volume de solvant (X;*X3) influence d’une maniére significative et joue
un réle important dans I’activité scavenger sur le radical DPPH avec P=0,0031. Les résultats
(figure n°19A) montrent I’activité scavenger sur le radical DPPH accroit lorsque le volume varie
de 40 a 50 ml et le temps d’extraction de 15-20 min. Mais si on poursuit ’extraction avec des
niveaux tres élevés pour chaque paramétre, ’activité antioxydante diminue de 2000 a 1650 mg
EAAC/g de MS.

111.4.1.3.3.2. Temps —masse (X;1*X3)

Les résultats obtenus montrent que le temps d’extraction, et la masse (X1*X3) présente un effet
non-significatif avec la probabilité supérieure a 0,05. Si on augmente le temps d’extraction et la
masse d’extraction et on fixe le volume a 50 ml simultanément, 1’activité antiradicalaire
augmente de 1200 a 3450 mg EAG/g donc le temps d’extraction et la masse augmentent
proportionnellement avec 1’activité antioxydante.

111.4.1.3.3.3. Volume-masse (X,*X3)

Comme le montre la figure 19 (C) une augmentation de la masse de la matiere seche de 0.5 a
1.259g et le volume de solvant d’extraction de 40 a 52.5 ml augmente I’activité antiradicalaire.
Mais a une masse supérieure a 1.25g et un volume de solvant supérieur a 52.5 ml, on remarque

une diminution de I’activité antioxydante
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Figure 19: Surface de réponse pour les effets volume/temps (A), la masse/temps (B) et

volume/masse (C) sur I’activité scavenger DPPH des feuilles du Anvillea radiata

111.4.4. Solution

Cette ¢étude montre qu’un modele polynomial d’ordre deux peut modéliser correctement le

phénomeéne étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales, c’est-a dire celles

conduisant & une maximisation de antioxydante sont obtenues au sein du domaine expérimental.

Tableau 11 : Conditions optimales de I’activité scavenger DPPH par ultrason

Temps d’extraction Volume Masse Valeur prédite
(min) (ml) (0) (mg EAAC/g de MS)
25 60 15 2413.02
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Conclusion

L’objectif de la présente étude est d’étudier la modalisation de I’extraction des antioxydants des
feuilles du Anvillea radiata, en utilisant le model Box-Behnken et le dosage des majeurs
constituants des composés phénoliques, ainsi que la détermination de 1’activité antioxydante des
extraits optimaux.

Un plan Box et Behnken, a été mis en place pour étudier ’effet de trois variables indépendantes
(le temps d’extraction (min), volume d’extraction (ml) et la masse (g)) sur I’extraction des
composeés phénoliques totaux afin de définir un modele mathématique permettant I’optimisation
des conditions d’extraction. Une étude préliminaire a permis de définir les niveaux hauts et bas
pour chaque facteur. Cette approche a permis de tirer les conclusions suivantes :

L’analyse de la variance pour I’effet des facteurs sur les CPT, flavonoides et le test d’inhibition
au radical DPPH®, dans le cas d’extraction assistée par ultrason, donne des coefficients de
détermination (R?) de 0.90, 0.88 et 0.73, respectivement. De plus, les valeurs des coefficients de
détermination ajusté (R? ajustée) sont de ’ordre de 0.93, 0.85 et 0.78, cette analyse montre que le
modele est significatif (P<0,005) et que le manque d’ajustement n’est pas significatif (P>0,05).
Les résultats du plan Box-Behnken appliqué pour ’optimisation de 1’influence des paramétres
étudies sur 1’extraction ont montré que pour une meilleur extraction, le temps a (25 min), le

volume de methanol a (60 ml), et la masse de (1.5 g) p doivent étre appliqués

En termes de perspective et dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant :
e D’optimiser d’autres parameétres influencant 1’extraction des polyphénols tels que le pH,
la granulométrie des particules et la température,..., etc.
e D’¢largir I’application du model de Box- Behenken sur d’autres produits, et de favoriser
son utilisation au niveau industriel .
e Une caractérisation qualitative et quantitative des CPT.
e Une purification de ces composés en faisant des essais in vivo.

Les conditions optimales d'extraction ont été trouveées;

V' le temps d’extraction 25min
v" Volume 60ml
v' La masse 1,59
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Annexes



Annexe | : Préparation de quelques réactifs

* Préparation de la solution du Carbonate de sodium a 7.5% : 7.5 g de carbonate
de Na dans 100 ml d'eau distillée (ED)

Dans une fiole de 100 ml, mettre un barreau magnétique plus une petite quantité du
volume d'ED (des 100 ml) puis rajouter 2 g de carbonate de Na. Mélanger pour éviter
que cette derniere se cristallise, puis verser le volume restant d'ED.

* Préparation de la solution de DPPH

Dans une fiole de 50 ml, mettre un barreau magnétique plus 0.005g de DPPH puis
ajouter 50 ml de méthanol et laisser agiter sur une plaque agitatrice a froid. Retirer le
barreau et ajuster avec le méthanol a 100 ml si le volume a été diminué.

* Préparation de la solution de AICI3 2%

Dans une fiole de 100 ml, mettre un barreau magnetique plus 2 g de AICI3 puis
ajouter 100 ml d'eau distillée et laisser agiter sur une plaque agitatrice a froid jusqu'a
dissolution du produit . Retirer le barreau magnétique et si le volume total diminue
ajuster a 100 ml avec I'ED.

Annexe Il : Courbes d’étalonnages utilisées
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Résumé
La présente étude est portée sur ’optimisation de I’extraction des antioxydants des
composés phénoliques de la matiére végétale des galles du Anvillea radiata. En
utilisant la méthode de surface de réponse développée par le plan BBD. Les
conditions expérimentales optimales permettant une maximisation de 1’extraction de
composés phénolique (matiere végetale 1.5g a un volume méthanol 60 ml pendant
un temps d’extraction de 25 min) ; flavonoides (matiere végétale 1.5g a un volume 60
ml pendant un temps d’extraction de 25 min); activité antiradicalaire (1.5g a un

volume 60 ml pendant un temps d’extraction de 25 min).

Mots clés : activité antioxydante, extraction, optimisation, feuille du Anvillea radiata
, composeés phénolique, flavonoids, antioxydante , box behnken.

Abstract

The present study focuses on the optimization of extraction of antioxidants by the
determination ofthe phenolic compounds of the extracts of the powders of P.atlantica
galls using the responsesurface method developed by the BBD plan. The optimal
experimental conditions for maximizing the extraction of phenolic compounds from
P.atlantica galls are: the mass 1.5 g with methanol solvant 60 ml for a time of 25
minutes, for the flavonoids the mass 1.5 g with methanol solvant 60 ml for a time of
25 minutes, for the antioxidant activity of DPPH the mass 1.5 g with methanol

solvant 60 ml for a time of 25 minutes.

Key words: antioxidant activity, extraction, optimization, leaf of Anvillea radiata,

phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, box behnken.



