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Résumeé

Résumé

L’objectif de notre travail est d'optimiser d’eattion des polyphénols des parties
aériennede Cytisus villosus a activité antioxydants et antibactérienne. L’ojgegtion est réaliser
en utilisant le plan central composite en prenant@nsidération quatre facteur (Température,
temps, rapport m/V, et la concentration du métharia taux des polyphénols totaux (par la
méthode de Folin-Ciocalteu), le pouvoir antioxydahsi que I'activité antimicrobienne vis-a-
vis de Staphylococcus aureus et E.coli, ont été évalués pour chaque extrait. Les résudiat
montrés que le model est biens ajusté avec lesequéponses (D,05) et R [0.89 -0,96].
L’établissement des équations polynomiales quayres et les courbes de surface de réponses
nous a permis d’étudier I'influence de chaque farcgir I'extraction des polyphénols, ainsi que
l'interaction entre les différents facteurs. En @n a pu valider le model en appliquant les
valeurs optimales pour chaque facteur. Les résuttauvé on été trés proches des résultats

prévus par le model.

Mots-Clés : Optimisation, Cytisus villosus, Plan d’expérience, activité antioxydante,

activité antimicrobien, Plan central composite.
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summary

Abstract

The aim of this is to optimize extraction of axidant and antibacterial polyphenols

of aerial part of Cytisusillosus. Optimization is achieved using the central cosigodesign

taking into consideration four factors (temperattirae, the ratio m / V, and the concentration

of the methanol). The rate of total polyphénolsingsFolin-Ciocalteu reactive), the
antioxidant and antimicrobial activity againkt coli and Saphylococcus aureus, were

evaluated for each sample. The results were shbatntlhe model is adjusted properly to all

responses with gD, 05) and R [0.89 -0.96]. The establishment of quadratic poiyal

equations and response surface curves allowed stsidg the influence of each factor on the

extraction of polyphenols, as well as the inteactoetween different factors. In the end we

were able to validate the model by applying thenogk values for each factor. The results we

found were very close results provided by the model

Keywords: Optimization, Cytisus villosus, design of experheantioxidant activity,

antimicrobial activity, central composite plan.
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Introduction

Selon les estimations de I'OMS, (2002) (Orgarosathondiale de la santé) plus de 80%
de la population en Afrique utilisent encore la ed@de traditionnelle pour répondre a leurs
besoins de soins et de santé. La toxicité des fisodhimiques, le colt élevé des médicaments
chimiques, I'éloignement et/ou l'insuffisance desnftes de santé surtout en milieu rural qui
limite une prise en charge véritable des probledeesanté publique, tous ont favorisé le recours
a cette pratique. L'Algérie ne fait pas exceptianl'#ilisation des plantes médicinales en
médicine traditionnelle pour le traitement de difites maladies s'est développée de maniere
spectaculaire. Les cas de toxicité a cause disiation de ces plantes reconnues médicinales ne

cessent d'augmenter.

La Phytothérapie est une médecine qui utilisepiistes - ou la seule "partie active" de
ces plantes - ayant des propriétés thérapeutig@es. plantes sont appelées "plantes

médicinales".

Les préparations peuvent étre obtenues par atam&r infusion, décoction, ou sous
forme de teinture, poudre totale, extraits,... etextraction des polyphénols a partir d’'une
matiere naturelle en utilisant les solvants estétape importante pour caractérisés les systemes
naturels riche en polyphéngsiutlib et Abbott, 1992). La solubilité des polyphénols est trés
influencée par sont structures chimique, qui pdtg @ariée de petite molécule contenants

différents groupements fonctionnels a des gross#éamles (tannins).

Prenant ca en considération une opétitun de I'extraction est plus que nécessaire pour
I'extraction et la sélection des composés phéneBa activité biologiquedNaczk et Shabhidi,
2006).

Les techniques conventionnelles immiaf le changement d’'une seule variable a la fois
en fixant les autres variables; elles sont longidaaptes a déterminer le point optimal dd aux
interactions entre les difféerents facteui@euster-Botz, 2000) Alors que, les techniques
statistiques offrent plusieurs avantages, elles sapides, fiables et permettent de réduire le
nombre des expériences. Ces techniques statistiopuiegté utilisées dans l'optimisation de
I'extraction des polyphénols a activité antioxydshtiyana-Pathirana et Shahidi ,2005 ;
Radojkovic et al., 2012 ; Kraujalis et al., 2015).D’'une autre part Aucune étude n’a été menée

sur I'optimisation de I'extraction des polyphénalsctivité antimicrobienne.
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Le but de notre étude est d’optimiser I'extractaes polyphénols d€ytisus villosus a
activité antimicrobienne et antioxydante en utiisdes méthodes statistique appelé Plans

d’expérience.

Notre travail est subdivisé en deux parties : uartigpthéorique qui englobe et rassemble
des données théoriques sur les plantes médicineieseurs substances bioactives(les

polyphénols), et des généralités sur les plangdiesnce.

La partie pratique est partagée en quatre parfiesine étude phytochimique des extraits
d’espece vegeétalesCytisus villosus ; 2- mesure du potentiel antibactérienne, dan® gittie,
nos essais ont été dirigé contre les bactémesherichia coli ATCC 25922,Saphylococcus
aureus ATCC 25923 ; 3- une étude des activités antioxydante ; 4fierla discussion des

résultats obtenus.
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Synthése bibliographique Généralités sur la plante€ytisusvillosus

I.1. Généralité sur la plante médicinale

L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujourbhedtoire des substances naturelles
s’identifie en partie a celle de la pharmacie, dome¢ discipline, la pharmacognosie, étudie les
poisons et les remédes naturels, ou par extenaigrupart, des substances biologiquement
actives(Mohammedi,2013).

Une plante médicinale est définie par «la pharpéedrancaise note 1 » comme une «
drogue végétale », dont au moins une partie possesigroprietés médicamenteuses ». Une «
drogue végétale » est une plante ou une partidasgep utilisées en état, soit le plus souvent
sous la forme desséchée, soit a I'état frais. 'esgion drogue végétale ou, plus couramment,
drogue, désigne donc une matiere premiere natwsetleant a la fabrication des médicaments
(Mohammedi, 2013).

[.2. La plante Cytisus villosus

1.2.1. Présentation de la famille deEabaceae

La famille des Fabacées se compose de planteylddones. Cette famille est aussi
appelée couramment Légumineusesguminosag ou Papilionacéed@pilionaceag mais ce
ne sont pas de vrais synonymes. Chaque nom s'apglign caractere particulier du fruit et de la
fleur de ces familles de plantes.
Schématiquement le terme « légumineuses » désigaepldntes dont le fruit est une gousse
(1).Appelé gousse ou légume ; la gousse est un falidéhiscent qui s’ouvre par deux fentes
longitudinales en deux valves portant chacune angée de graines exalbuminées. Les feuilles
sont composées alternes, parfois stipulées, algétmaissi a sa base, dialypétales, souvent

zygomorphes et papilionacées, toujours monocagsflde Witt, 1963)

Fabacées c'est une grande famille constituée atgegl ligneuses (zones tropicales) et
herbacées (zones tempérées) avec quelques arbagsustes qui regroupent environ 12 000
especes réparties en 400 a 500 genres. Cettedasmilllivise en plusieurs tribus dans lesquelles
les genres sont groupés selon le port de la pleEnterme des feuilles et le degré de fusion des

étaminegBhattacharyya et Johri, 1998).

C'est le plus grand ensemble angiospermien, cosliteyprédominant en individus et en

especes dans de nombreux biomes, et surtout emségopicalegSpichiger et al, 2004).
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Figure 1 : Famille deg~abacea(2).
[.2.1.1 Phylogénie

Cette famille est monophylétique sur base d’étudeleculaires et morphologiques. Elle
est proche des Polygalaceae et Surianaceae. Toosfamilles sont reconnues sur base
d’analyses morphologiques Faboideae (corolle papilionacée), Caesalpinoideae (corolle a
symétrie radiaire) eMimosoideagcorolle intermédiaire entre les 2 autres form€®pendant,
certaines analyses phylogénétiques basées surrfzhatogie et des séquences ADN montrent
gue lesCaesalpinoideaesont paraphylétiques a certains genres au seirMiessoideaeet
Faboideag(3).

[.2.2.Présentation du genreCytisus

Relativement petites, a 3 folioles a peu prés aismet terminées chacune par une toute
petit pointe; les feuilles inférieures et celles dameaux sans fleurs ont un court pétiole. Ces
feuilles sont plus ou moins coriaces, sans poilg) dert pale en dessous et ne noircissent pas
lorsqu'elles se desséchent, le calice est relagméourt et sans poils. L'étendard, sans poils, es
plus long que la caréne courbée et qui se ternmnae sorte de bec dressé.

Le fruit mar est sans poils, assez aplati, de 35 aillimétres de longueur sur 9 a 11
millimétres de largeur. C'est un arbrisseau a tigeses, dont les rameaux ont la surface verte,
toute la plante est dépourvue de poils. Il peuirsduire- des bourgeons adventifs sur les racines

@). —

) 2
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Figure 2 : Différentes espéces de gefgtisus(2).

1.2.3. L'especeCytisus villosus : Cytisus triflorus L'HéritCytise a trois fleurdSynonymes :

Cylisus villosus ]C'est un arbrisseau de 1 & 2 m qui épanouit ses flaunes depuis le mois de

février jusqu'au mois de juin dans les bois, pdesibuissons ou sur les coteaux de la région
méditerranéenne.

Les fleurs sont en général disposées par tro@ssélle des feuilles supérieures, de facon
qgue l'ensemble de la partie fleurie d'un rameaméoune sorte de grappe feuillée. Les feuilles
sont pétiolées et a trois folioles dont la foliok&diane est plus grande que les autres. Vers la
base de la partie fleurie, ces folioles sont ptugylies que les fleurs. Le calice est relativement
court et poilu, I'étendard se replie sur le dossetalors plus court que la caréne, il est saits, po
Lachelé et strié de brun rougeétre vers la bada earéne est presque en forme de bec au
sommet. D’autre part, le fruit a environ 3 centiregtde longueur est couvert de poils roux

appliqués, il contient 6 a 8 graines jaunaftfiegire 3).

e
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C'est un arbrisseau dont les jeunes rameaux déldies sont revétues de longs poils
roussatres, parfois blancs sur les jeunes feuitles, poils tombent facilement et les jeunes

rameaux sont a 5 angles bien marq4gs

Figure 3Cytisus villosusivec ses différentes partig.

» Ecologie : Bois et buissons du Midi : Alpes-Maritimes, Varérdult, Aude, Pyrénées-
Orientales ; Corse.

» Répartition: Région méditerranéenne de I'Europe et de I'Afri)e

* Floraison : de mai a juin.

* Hauteur:1a3m.

e Fleur: 12 a 14 mm.

e Altitude : 0 a 400 m(6).

1.2.4. Position systématique Selon les classifications, la composition de ceiteille varie :

» Le nom Fabacées, au sens limité, est adopté esifidason classique de Cronquist
(1981). Ce groupe est nommRébaceaeouPapilionaceae Cette famille comprend
12 000 espéces réparties en plus de 400 genresla&sification phylogénétique, ce
groupe des plantes serait la sous-fantidoideae

» Le nom Fabacées, au sens large, est adopté efficdiem phylogénétique APG
[l(annexe N°6) (2003). Ce groupe est nonfrabaceaeouleguminosaeCette famille

comprend 18 000 espéces réparties dans trois amiklels. (En classification classique,

.
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ce groupe des plantes serait lordre m&salesavec trois familles.).
Les trois sous-familles :

» sous-familleCaesalpinioidea@vec une fleur pseudo-papilionacée.

Y

sous-familleMimosoideaevec une fleur réguliére.

» sous-familleFaboideaeou Papilionoideaeavec une fleur typique en papillén).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Sous-class Rosidae

Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Sous-famille Faboideae
Genre Cytisus

Espéce Cytisus villosus

[.2.5. Optimum écologique :Cytisus villosugst une espéece endémique de la région méditerranéen
elle est commun entre 0-400m d'altitude qui bedoiars caractéristique climatique et vive dans des

conditions favorable de sol.

( Lumigre ) i i
sec humide

R : A A a | A A A A
(HUI"nIdlté Atmosphérlqua I . ' . | ' ' ' '
froid . chaud

( Temperature e ottt —
marin continental

( Continentalité ): e et S

]
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acide basique
(" Réaction (pH) ) mbrm—ri— () —fr—rir—tr—ri—ey
sec humide
(' Humidite ) =+ @-—+—t—+——t—-
argile rochers
[ 3 £ | 1 3 ¢ x

(ot ) bt

pauvre riche

( Nutriments ) I ; :

— non-tolérant . trés tolérant
(___salinité e St S
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(Matiére Organique ) | I— ; . 1 R S

@ valence optimale du taxon

mm ZONE optimale du taxon calculée a partir des optimums pour les taxons inférieurs

Figure 4 : Lescaractéristiques climatiquescatractéristiques du sol deytisus villosug8).

[.2.6. Distribution géographique

Le genreCytisus(famille desFabacéesyke compose d'environ 70 especes confinées aux
régions de climat doux du sud et du centre de dir I'Afrique du Nord et Asie de I'Ouest

(Sundararajan et al, 2006).
[.2.7.Utilisation de la plante decytisus villosus

Les plantes sont largement utilisés dans la méderaditionnelle en raison de leurs
activités bénéfiques. Le genre Cytisus (famille Babacéey se compose d'environ 70 especes
confinées aux régions de climat doux du sud etesire de I'Europe, I'Afrique du Nord et Asie
de I'Ouest (Sundararajan et al ,2006). Etudes numerious cité l'utilisation de plantescee
genre a des fins médicinales comme hypotenseudjab#tiques, anti-inflammatoire, diurétique
( Sundararajan et al.,2014) (Pereiraet al , 2012) et des études pharmacologiques ont
confirmé certaines des ethnomedicalinformatio@®nzalez et al .,2013)( Sundararajan et
al. ,2006).
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L'analyse a montré que les especes végétalesldsscpuramment utilisés dans le
traitement de la peau sont généralement utilisésnm un cataplasmeCytisus villosus est
utilisé comme un cataplasme contre I'eczéma etinfestions fongiques en raison de ses
propriétés astringentes, antiseptiques et cictiiisales plaies et blessures propriétés, ou en
combinaison avec de I'huile d'olive pour guérirbedlures. . Les especes mentionnées ci-dessus
sont utilisés dans le traitement de diverses biessla chirurgie, le gonflement et les brdlures.
(Hamdi Pashaet al, 2002).

)
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Il. Généralité sur les métabolites secondaires

On désigne par « métabolite secondaire » toutetaud®s présente chez un organisme et
qui ne participe pas directement aux processusse the la cellule vivante.
Chez les veégétaux, ces composés secondaires regtoplusieurs dizaines de milliers de
molécules différentes, généralement rassemblés ugrerfamilles chimiques tel que les
polyphénols, les terpenes et stérols, les alcadpis polycétides, etc. Outre la tres grande
diversité chimique qu’ils représentent, ces méitgmbecondaires se caractérisent généralement
par de faibles concentrations dans les tissus aggetinsi que par leur stockage souvent réalisé
dans des cellules ou organes dédiés. Pour ce gaenm leurs fonctions chez les plantes, les
métabolites secondaires exercent un réle majeuss dadaptation des végétaux a leur

environnemenfNewman et Cragg , 2012).

Sur le plan agronomique, le réle de ces composés th protection des cultures est
connu (résistance aux maladies cryptogamiquesindections bactériennes, a certains insectes),
mais a été relativement peu exploité pour ce gquiceme le développement de variétés
résistantes. D’un point de vue pharmacologique, nieégabolites secondaires constituent la
fraction la plus active des composés chimiques epitéschez les végétaux et on estime
aujourd’hui qu’environ 1/3 des médicaments actuedist sur le marché contiennent au moins
une telle substance végétale. Cette efficaciténphenlogique des métabolites secondaires s’est
traduite par le développement de médicaments nwurles 30 derniéres années, tel que le
Taxotere, ou la Vinorelbine utilisés dans le tragat de certains cancdSobbi et Khebbaz ,
2014).

I1.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires représentent une &drés large de composés organiques
sans fonction directe dans la croissance et lelo@gvement des plante&rflan, 2010.Les
métabolites secondaires constituent un ensemblen@lécules qui ne sont pas strictement
nécessaires a la survie d'une plante, d'une bactéu d'un champignon. Il s’agit
majoritairement de molécule de taille et de madsélsles comparées aux molécules du
métabolisme primaire (glucides, lipides et acidesnas).Elles sont majoritairement a la source
d’odeurs jouant les réles a la fois de répulsifezaves prédateurs (concurrents écologiques) et
d’attractif, de pigments permettant de capter maement solaire mais aussi de protéger la
plante contre ce rayonnemgB8lylvain, 2010)
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1.1.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétiséeteparégétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressinmnementales. lls sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I'especetakgét le groupe polyphénolique considérés.
Ces composés regroupent une multitude de moléetile=présentent I'un des groupes les plus
importants présents dans le regne végétal. Comriaitid, nous pouvons dire que les
polyphénols sont des composés phénoliques hydiasslude poids moléculaire compris entre
500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les proprié¢tabituelles des phénols, la capacité de

précipiter les alcaloides, la gélatine et autresgmes Akroum, 2011).

En effet les composés phénoliques, constituermgrdeipe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétareGg plus de 8000 structures phénoliques
connus (Boudjouref, 2011). L’élément structural fondamental qui caractérise t®@mposeés
phénoliques est la présence d’au moins un noyazébéyue auquel est directement lié au moins
un groupement hydroxyle ainsi que des groupes ifamutls (ester, méthyle ester, glycoside...).
Les composeés phénoliques sont commodément clask®s le nombre d’atomes de carbone
dans le squelette de bg¥akhlef, 2010).

Les principales classes de composants phénolispes les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogée), les flavonoides qui représentent plus
de la moitié des polyphénols, les tanins, et lasr@rines. Les polyphénols sont présents dans
toutes les parties des végétaux supérieurs: ratiges, feuilles, fleurs, fruit§Boudjouref,
2011).

[1.1.1.1. Biosynthése des composés phénoliques
A. La voie de Shikimate

Les acides aminés aromatiques (phenylalanine esity) sont a I'origine de la plupart
des molécules phénoliques chez les végétaux, mmssaaminés sont formés a partir des sucres
simples issus du métabolisme primaire par la veid'atide shikimique. La désamination de
la phénylalanine donne naissance au précurseuctdirges phénols: I'acide cinnamique
(Riberau, 1968)

B. La voie d’acide acétique

Cette voie donne naissance aux Flavonoides daojielette de base a une double origine:
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v" 3 molécules d’acétyl COA (cycle A)
v" Une molécule de p-coumaryl COA (cycle B et I'hétgicde C)

La condensation de ces unités donne naissanceawndides et particulierement aux
pigments anthocyanes et flavonols ou encore osrt@ionomeres de types flavanols dont la
polymérisation conduit aux tanins condensés. Lgsrdéis 6 et 7 représentent les différentes

étapes de formation des flavonoides par voie deaatiquéRiberau, 1968)

P

LH*'L"OH
: ? CH; ‘ ’JH— OH
4 % OH _‘
H —> CH
| IZ}F"‘CHa | B 0
Chalcone
Actde acétique Acide pcoumarique

Figure 5: Formation d’'une chalcone a partir d’acide acétigiukacide p- coumariquéRiberau,
1968)

|
CH OH
| h
HO ' /g
O
C 11'11c011e HO =
Flavone

Isomérisation CH

HO
H()\? /Ig/ OH
(“iH 2 O Q

HC) il

Flavanone Q‘ Flavonol
Hydroxylation | / Hd 6 OH

Figure 6 : Formation des différents flavonoides a partir dedapnegRiberau, 1968).

.3



Syntheése bibliographique

C. La voie des phénylpropanoides

Cette séquence

biosynthétique permet la

Métalitek secondaires

formatioes dprincipaux

acides

hydroxycinnamiques : acide coumarique, caféiquérulijue et sinapique qui se présentent

généralement sous forme d’esters ou de gluco@Riberau, 1968)

[1.1.1.2. Activités antibactériennes des polyphénsl|

Les polyphénols sont doués d'activités antibactége importantes et diverses,

probablement dues a leurs diversités structurakEs sites et le nombre des groupes hydroxyles

sur les groupes phénoliqgues sont supposés étrés ralileur relative toxicité envers les

microorganismes, avec I'évidence que le taux d’bydlation est directement proportionnel a la

toxicité (Cowan, 1999);ll a été aussi rapporté que plus les composés figaas sont oxydes et

plus ils sont inhibiteurs des microorganisri@salbert, 1991)

Tableau I: principaux composés phénoliques ayant une actwitdbactérienne d'aprées

( Daglia, 2011)

leurs structures

Composés phénoliques et

Microorganismes sensibles

Exemples

Flavane-3-ol

Flavonole

Bacteries

V.cholerae, S.mutans,

C jejuni, C.perfringes.
E.coli. B.Cereus. H.pylori.
S.auvreus. L.acidophilus.
A.naeslundii. P.oralis.

P gingivalis.
P.melaninogenica.
F.nucleatum. C.pneumonia

Champignons

Candida albicans,
Microsporum gypseum,
Trichophyton
mentagrophytes,
Trichopfiyton rubrum.

./ai:f'"
B Ao

(T,

1
pf Yoo Y

Tanins condensés

Bac‘rériesl

S.mutans, E.coli, S.aureus

9
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o ou g O Bactéries Différentes souches de:
o) j_"}:’ £ Salmonella,
! Thi
o % Staphylococcus,
-l 'h.{"}, a3 {-‘ o Helicobacter, E.coli,
- VB 0 4 . g
.4_:'_' .-_'."":.q;"" 1;\ Bacillus, Clostridium,
0 O .
- o { o Campylobacter, Lysteria.
o 34 ML Phon o
" il o o
® . P .
"""’:? Champignons Candida parapsilosis|
-l;'?- [47)
Tanins hydrolysables

O O . ¢ Bacteries
:Ll i s Lo S.aureus, I..monocytogenes,
i pagas ! ;
HO P om E.coli, Paeruginosa.
I
Acides phénoliques
b g
[\"’w Bactéries
i OCH, et
e Différentes souches de
' Myvecobacterium
tuberculosis
MNéolignane

Les mécanismes responsables de la toxicité dephmtpls envers les microorganismes
incluent linhibition enzymatique par les compoggegdés, probablement via la réaction avec
les groupes sulfhydryle ou par les interactions spécifiques avec les protéinfdason et
Wasserman, 1987)L’hydrophobicité des polyphénols tels que lesdlaoles est aussi un critere
de toxicité qui leur permet de s’intercaler darssghospholipides membranaires et exercer leurs
effets antibactériens a l'intérieur de la cell(Daglia, 2011) La déstabilisation de la membrane
cytoplasmique et la rendre perméable, l'inhibitides enzymes bactériennes extracellulaires,
'action directe sur le métabolisme bactérien etplivation des substrats requis pour la
croissancéactérienne, spécialement les micronutriments rainéessentiels comme le fer et le
zinc (via la propriété de chélation des métaux) sont descanismes adaptés par les
proanthocyanidines dans I'inhibition des bactéfigmglia, 2011)
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[1.1.1.3.L’effet anti oxydant des polyphénols

Les polyphénols sont capables de piéger les raditiwes et d'activer les autres

antioxydants présents dans le corps. Ce Principg autilisé dans la fabrication gusieurs

médicaments, et dernierement dans celle de flivmsquellier, 2006). Cette méme activité

antioxydante permet aux polyphénols de régulerddgaux,comme |'oxyde nitrique qui permet

une bonne circulation sanguine, coordonne l'aétidt systeme immunitaire avec celle du

cerveau et module la communication entre les @&dlale ce dernier(Florentin, 2004,

Masquellier, 2006).En raison de ces vertus, lesmposés phénoliques sont largement utilisés

dans les domaines thérapeutiquesosmeétiques.

[1.1.1.4. Les principales classes des composés pbkques

Les composés phénoliques sont commodément clast@s I8 nombre d'atomes de

carbone dans le squelette de bfésmraoui, 2007); Les différentes classes de ces composés

phénoliques, et les plantes qui les renferment spmésentées dans le tableau .

Tableau Il : principales classes des composés phénolid@apréesBruneton, 1999;
Hennebelle, 2006).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-Cy Acides phénols Acide gallique @-COOH
)
8 Ce-Ca acétophénones Gallacetophénone D ‘é,_—_,-_-l_h
Acide p- s
8 Ce-C2 Acide phénylacétique hydroxyphényl- @___,c o
acétique
: . - : Acide p- COOH
9 Ce-C Acides hydroxycinamiques : T
53 i -y . commarique Qf
) )
9 Ce-Cs Coumarines Esculitine LS
L8
10 Ce-Cy Naphthoquinones Tuglone m
(8
C
13 Cs-C1-Cs | Xanthones Mangiferine ap
8]
. - l
14 Cs-C2-Cs | Stilbenes Resveratrol O/sf(:
2 ; P o M
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Narmgénine
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A. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des conppbénoliques. Ces molécules ont
desstructures chimiques variées et des caractérigiguepres. Elles sont omniprésentes dans
lesfruits, les Iégumes, les graines, les boissondddl et le vin rouge et d’autres parties de La
plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006)Elles sont considérées comme des pigments
quasi universels des végeétaux qui peuvent particij@ms les processus photosynthétiques
(Mukohata et al., 1978) dans la régulation de géne et dans le métabolisneraissance
(Havsteen, 2002) Actuellement, environ de 4000 composés flavorsqumnt connus
(Edenharder et Grinhage, 2003)et ont tous le méme squelette de base a quinzeeatom
decarbones qui sont arrangés a une configuratioc@66 de type phényl-2-benzopyrane ce

qui est synonyme avec la structure 2-phényle chnenféao et al., 2004).

Figure 7 : Structure du 2-phényle chromaf¥akhlef, 2010).

Selon le degré d’oxydation du nopguanique central, ils peuvent étre subdivisés en
plusieurs classes dont les plus importantes sont :
- Flavones,
- Flavonols,
- Flavanones,
- Dihydroflavonols, Isoflavones,
- Isoflavon,
- Flavanes,
- Flavanols et anthocyanines.
De plus, le noyau pyranique central peut étre dugaralcones) et recyclisé en un noyau

furanique (Boudijellal, 2009).
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O O

Flavonol Flavone Flavanone

oH

Isoflavone Anthocyanidine

Flavanol (Catechins)

Figure 8 : Structures des majeures classes de FlavoiiBatel et al., 2007).

A.1. Localisation et distribution

Les flavonddes sont amplement répandus dans le regne végéiatds, fleursfruits,
feuilles) (Dacosta, 2003)On les trouve aussi chez les Psylotales, les Fesgéngiospermes,
Asteraceae ...etd.es formes hétérosidiques des flaviles hydrosolubles s’accumulent dans
lesvacuoles, et selon les especes se concentrent’ épicerme des feuilles, ou sépartissent
entre I'épiderme et le mésophile. Dans le cas bmsds, ils sont concentrésns les cellules
épidermiqueg¢Bruneton, 1999).

A.2.Activités des flavonoides

Les flavonoides possedent plusieurs activitésstedige : I'activité anti-inflammatoire,
antimicrobienne, ostrogénique, antiallergique, ayilant, cytotoxique et anti tumorale. lIs
jouent un réle important dans la protection desésyes biologiques contre les effets néfastes
des processus oxydants sur des macromolécules dgiteles protéines, les lipides et les acides
nucléiquegAtmani et al., 2009 ; Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 201lLa été constaté que
les flavonoides réduisent le taux des lipides egldeose chez les étres humains et encore

améliorent I'immunité humainé\{oui et al., 2005).

B .Les tanins

Le terme tanin dérive de la capacité de tannade pdeau animale en la transformant en

cuir par le dit composgMuanda, 2010).Les tannins sont des composés phénoliques tres
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abondants chez les angiospermes, les gymnospetanemé condensés) et les dicotylédones
(tannins hydrolysablegAkroum, 2006). Ces composés, solubles dans 'eau, se caractépaent
leur faculté a se combiner aux protéines et a tBayiolymeres organiques tels que des glucides,
des acides nucléiques, des stéroides et des dies|@our former avec eux des complexes
stables. Ce sont des molécules assez volumineusesia poids moléculaire généralement
compris entre 500 et 3000 DRiifa, 2006).Dans ce processus, les molécules de tannins s$e lien
aux protéines par des liaisons résistantes auguatsafongiques et bactérienrf@&roum,2006).

Les tanins sont des molécules fortement hydroxgt¢muvent former des complexes insolubles

lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protateaux enzymes digestives,

acide sllagique 22 flavan-3-ol 23

Figure 9 : Des éléments des tanifisrief, 2004).
B.1.Classification

Les tannins sont des macromolécules qui se divesdan leur structure en deux groupes

distincts. Les tannins hydrolysables et les tanoorslensééYezza et Bouchama , 2014).

B.1.1Tanins hydrolysables

Ce sont des esters du glucose (ou de moléculesesppes) et d’acides phénols qui sont :
- Soit I'acide gallique, on parle alors de taniafligues
- Soit I'acide ellagique, qui est un dimere deikecgallique, on parle alors de tanins ellagiques.
Dans les deux cas, la fraction osidique estérifiée par plusieurs molécules d’agallique

ou plusieurs molécules d’acide ellagiq@héstemet al., 2009
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Figure 10 : Structure de tanins hydrolysablg¢tartzfeld et al. , 2002)

B.1.2.Tanins condensés (proanthocyanidines)

De structure plus complexe, ils sont de loin &srts les plus largement rencontrés dans

les plantes vasculaires, des dicotylédones aux plamks primitives, fougeres et

gymnospermes.Ce sont des polymeres de flavan-3{@agchine) et de flavan-3,4-dioles

(leucoanthocyanidines), ou un meélange des deuxchames de polyméeres comptent de 2 a 20

unités environ, et il existe de nombreuses possibtedifférents endroits de chaque monomeére.

Cette diversité structurale explique les variatidretivité biologique(Okamura et al., 1993 ;
Agangaet Mosase 2001 ; Peronny 2005).
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Figure 11: Structure des tanins condensés et leur mono(Rerenny, 2005).
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B.2.Réle des tannins dans les plantes

ékdbolites secondaires

La synthese des tannins est 'un des mécanismaetfdase des plantes contre les

attaques des phytopathogénes. Par exemple, unmaletion de tannins a été observée dans

les zones d’invasion de la plante par des bactaeschampignons ou par des nématodes, ce

qui inhibe leurs développement.

Les tannins sont aussi un moyen de défense castiagressions des prédateurs tels

les insectes et les mammiféres herbivores. La peésges tannins rend les plantes moins

appétentes pour les mammiféres herbivores a causesgnsation d’astringence résultant de

leur consommation. Cette astringence conduit @ans arrét de la consommatiBoussaid ,

2013).

B.3.Utilisation des tanins

v En pharmacie : Grace a leurs astringente les tanins sont utilieésme anti-

diarrhéiques, vasoconstricteurs et hémostatiquess Burtout comme protecteurs

veineux dans le traitement des varices et hémasoid

v' Dans l'industrie : lls sont largement employés dans l'industrie du suirtout

dans celle des vernis et peintu¢gmurad , 2011).

C. Coumarines

Les coumarines sont des composés dérivés des dmidesxycinnamiques, sont des

hétérocycles oxygénes, leur structure de baseeegiokl2-pyronglwueke et al., 2008).Les

principaux types des coumarines sont dans le tabbllea

Tableau 11l : Principaux types de coumarin@gacheix et al., 2005).

Structure R6 R7 RS Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
R6. A~ A OH OH H Aescultol
3 '-'-'i-l--'*"‘-»-cjf"c =0 OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

&
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C.1.Propriétés physico-chimiques des coumarines

Les coumarines libres sont solubles dans les aostotans les solvants organiques
tels que I'éther ou les solvants chlorésavec ldsqo@ peut les extraire .les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solublesdans I'ess coumarines ont un spectre UV
caractéristique, fortement influencé parla naturka goosition des substituant, profondément

modifié en milieu alcalin, examinées en lumiéreaiitiolette(Hamimed, 2009).
C.2.Intérét pharmacologique des coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquenwivies, elles manifestent diverses
activités : anti-agrégation plaquettaire, antianiimatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgés. En 1957, O’'Neal et son équipe ont
montré l'efficacité des coumarines pour bloquerchncer induit chimiqguement par les
radiations ultraviolettes. Ces molécules sont ckgsadbe prévenir La peroxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxglgseroxyde et peroxyles. Pour I'activité
antibactérienne, les coumarines sont efficacesredes bactéries a Gram positifezza et
Bouchama , 2014).

C.3.Toxicité des coumarines

La coumarine n’est pas toxique en soi, elle paet&nvertie par les champignons, en
une toxine le dicoumarol qui est typiquement préskams le foin moisi ; chez le bétail, le
dicoumarol provoque des hémorragies fatales emaniila vitamine K qui est un facteur de
coagulation du san@chorderet, 1992 ; Repcak &dl., 2001 ;Khan etal., 2005).

Chez 'homme la consommation des especes végétles renferment des
furanocoumarines linéaires ou angulaires provosiilesst accompagné d’une exposition a la
lumiére solaire, une dermite phototoxique d'inténsiariable allant du simple érytheme
jusqu'a I'apparition de bulles et de vésicules aeau des zones exposées, quelques jours

apres le contact, les zones touchées présentehtypeepigmentatioBruneton ,1999).

D. Alcaloides
D.1.Définition

Les alcaloides représentent un ensemble de moéedldegine naturelle, renfermant

du carbone, de I'hydrogéne et, plus spécialemenitadote, la plupart possedent une activité

oy
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biologique marquée qui a suscité de longue datetérét thérapeutique. Leur dénomination

—de l'arabeal kali (qui a donné « alcali »Ppisson, 2015).

D.2. Biosynthése et classification des alcaloides
Pour certains auteurs, les alcaloides sont biohstiguement formés a partir d'un
acideaminé et I'azote est inclus dans un syster@dodclique, ces éléments caractérisent les
alcaloides vrais. Par allleurs, d’autres autewsBrjuent :
» Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractgresi des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivésacides aminés. Il s'agit dans la

majorité des cas des terpéhes.

|
Cll, 11
ft - Skytantine (+) - Conine

Figure 12 :structure des skytantines et les conifMezouar , 2012).

* Les proto-alcaloides :sont des aminés simples dont I'azote n'est passigians un
systeme hétérocyclique : ils ont une réaction hasigt sont élaborés in vivo a
partird'acide aminé. Diverses substances réponalesdtte définition : des aminés
simples comme la sérotonine, la mescaline du peywtla cathinone du thé des

Abyssins et aussi les bétain@suneton, 1999).

NI I
~vasant H

CH;

(+) — Cathionone

Figure 13: structure des cathinorfBouhadjera , 2005).

)
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D.3. Localisation

Les lieux d'élaboration des alcaloides dans lestgdasont variables suivant les
especes. Ce sont les tissus jeunes, en phaseissaoe et les tissus périphériques — cellules
épidermiques ou sous-épidermiques des feuillesintégts des graines, partie corticale des
racines — qui constituent les sites privilégiégpdeduction. La mise en évidence d'alcaloides
dans les tissus fait appel a des réactifs de ptatgn ou de fluorescence. lls y existent soit a
I'état libre, soit le plus souvent combinés a dades organiques banals (acide tartrique) ou
des acides spécifiques de leur origine (acide m@uerdu pavot, acides tiglique et angélique
des Veratrum). On a remarqué que, dans les culiurégo, il se formait des combinaisons

insolubles avec des macromolécules cellulgifessson, 2015).
D.4. Propriétés physico-chimiques

Des alcaloides en grande quantité sont capabldétdére les liaisons phosphodiester
d’'un organisme, par hydrolyse avec un groupe hydeoxOH) libre. Ces phosphodiesters
étant chargés de la dégradation des lipides etidgisicdans le corps, leur stockage est
perturbé. Une application pratique de cet effebbservée chez les fumeurs (la nicotine étant
un alcaloide d'origine végétale), qui ont tendaacerendre du poids lorsqu’ils arrétent de
fumer. Les nucléotides composant 'ADN et I'ARN salles aussi liées par des liaisons
phosphodiester. Si elles sont détruites, cela @sdlentrainer des erreurs de copie de
information génomique, et donc altérer le coddge acides aminés formant les protéines du
corps. Si l'altération est suffisante pour aboutirune protéine totalement différente, le
fonctionnement de I'organisme peut s’en trouvemgga Et comme la réparation de '’ADN
passe également par les liaisons phosphodiestes|las-ci dont détruites, I'erreur génétique
va persister et peut aboutir a des cancers. Onrgemal’ailleurs le taux €levé de cancer du

poumon chez les plus gros consommateurs de nig@umgnard, 2000.

Tableau IV : la solubilité des alcaloideS&hestemet al., 2001

pH alcalin pH acide
Insoluble dans H,O Soluble dans H,O et les alcools (M,OH, Et
OH)

Soluble dans les solvants organiques apolaires | Soluble dans les solvants organiques apolaires

Et les alcools (MeOH, Et OH)

(non ionisé) (ionisé)

&



Chapitre I ékdbolites secondaires

D.5.Propriétés biologiques des alcaloides

Les alcaloides forment un groupe hétérogéne du geimue de leur structure, de leurs
propriétés et de leurs effets biologiques. lls sayi$ directement sur le systéme nerveux avec
des effets sur la conscience et la motricité. liceccsur le systeme nerveux peut aller jusqu’a
une action antispasmodique, et mydriatique, anssfhé locale ou analgésique et narcotique
(Bruneton, 1999) Les alcaloides sont aujourd’hui nommés d’aprgddate qui les a fournis,
toujours avec une terminaison en « ine ». D’'uneragénérale, les alcaloides sont amers et

utilisés comme apéritifBruneton, 1999)

=
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Synthése bibliographique Les pkad’expériences

I11.1. Généralité

Les plans d'expériences permettent d'organisariaux les essais qui accompagnent une
recherche scientifique ou des études industrielllss.sont applicables a de nombreuses
disciplines et a toutes les industries a partindument ou I'on recherche le lien qui existe entre
une grandeur d'intéréy, et des variables.

Avec les plans d'expériences on obtient le maxirdemenseignements avec le minimum
d'expériences. Pour cela, il faut suivre des regheshématiques et adopter une démarche
rigoureuse. Il existe de nombreux plans d'expéegradaptés a tous les cas rencontrés par un
expérimentateur. La compréhension de la méthodepldes d'expériences s'appuie sur deux
notions essentielles, celle d'espace expérimentaieke de modélisation mathématique des
grandeurs étudiédSoupy, 2006)

[11.2. Notions utilisées aux plans d’expériences

[11.2.1.Espace expérimental

Un expérimentateur qui lance une étude s'intéra@sgsee grandeur qu'il mesure a chaque
essai. Cette grandeur s'appelle la réponse, a'ggahdeur d'intérét. La valeur de cette grandeur
dépend de plusieurs facteurs, Chacun de ces fagbeurt étre représenté par un axe gradué et
orienté (figure 14). La valeur donnée a un facteour réaliser un essai est appelée niveau.
Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en gahdm limite ses variations entre deux niveaux
notés -1 et +1Goupy, 2006) L’'espace expérimental, est donc I'espace coimtee aleux axes

représentant deux facteurs différents.

Domaine du facteur

niveau bas niveau haut

Figure 14 : Domaine de variation d’'un facte(oupy, 2006)
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[11.2.2. Surface de réponse

A chaque point du domaine d'étude correspond épense. A I'ensemble de tous les
points du domaine d'étude correspond un ensemhiépdases qui se localisent sur une surface
appelée la surface de réponse (figure 15).

T Réponse ]
/_...//
y b
//”I
> j"_.:

Facteur 2 ;
+/ ¢

@ . ®p

-1 e ®---

A B Facteur 1

Figure 15 : Les réponses associées aux points du domaine el'ftudent la surface de réponse
(Goupy, 2006)

Cette surface de réponse est tres importante ymiistest elle qui représente le
comportement de la réponse quand on fait varienilesaux des facteurs. De sa connaissance on
peut déduire les meilleurs ajustements des facteams répondre a une question donnée. Les
plans d’expérience permettent de trouver cetteasarfle réponse en effectuant un minimum
d’essais et on obtenant une bonne précision slacalisation. La connaissance de cette surface

permet de résoudre la plupart des probléemes quose a I'expérimentate@Goupy, 2005).

[11.2.3. Notion de modélisation mathématique

[11.2.3.1.Equation mathématique

En I'absence de toute information sur la fonctipn lie la réponse aux facteurs, on se
donne a priori une loi d’évolution dont la formudat la plus générale est la suivante :
Y= f(x1, x2, x3...... , XN)

Cette fonction est tres générale et il est d'ustige prendre un développement limité de
la série deTaylor-Mac Laurin, c’est-a-dire une approximation. Si les dérivéesvent étre
considérées comme des constantes, le développgmddent prend la forme d'un polynéme

de degré plus ou moins élewg= a0 +Xai xi+Xaij xij + Xaii xi2+......
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Ou:

-y est la grandeur a laquelle s’intéresse I'expériatent ; c’est la réponse.
- Xi représente un niveau du facteuirx

- Xj représente un niveau du facteym«

- a0, ai, aij, aii sont les coefficients du polyr®{@oupy et Creighton, 2006).
[11.2.3.2. Erreur

L’erreur est la variation inexplicable dans un enke d’observation. On distingue deux
types d’erreurs: erreur aléatoire (Random erroleeteur de manque d’ajustement (Lack of Fit
Error). L’erreur aléatoire, appelée aussi erreyréexnentale, est une erreur due a la variation
naturelle dans un processus. L'erreur de manqugstéement est une erreur qui se produit
lorsque l'analyse omet un ou plusieurs termes itapty ou des facteurs du modeéle
mathématiquéGoupy et Creighton, 2006).

[11.2.3.3.La p-valeur

Le p-value est la probabilité qu'un coefficienttsuégligeable. On calcule cette p-value a
partir du rapport du coefficient & son écart-tyjpee( StudentfGoupy et Creighton, 2006).

[11.2.3.4. Coefficient de détermination 2

Le R est une mesure de la qualité du modéle. S'il gat & 1, le modéle permet de
retrouver la valeur des réponses mesurées. S’gégata 0, le modéle n’en dit pas plus que la
moyenne des réponses. Dans la pratique, il estildiffi’'indiquer la valeur d’'un bon Fcar les
valeurs varient beaucoup d’une discipline a 'a@@eupy et Creighton, 2006).

[11.3. Types de plans d’expériences

Il existe plusieurs types de plans d’expérienagispgrmettent de s’adapter a la plupart
des situationgGoupy, 2006) :
Les plans factoriels complets ;
Les plans factoriels fractionnaires ;
Les plans de Plackett et Burman ;
Les plans Taguchi ;
Les plans pour surfaces de réponses ;

Les plans de mélanges ;

AR NN N SR

Les plans completement randomisés ;
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Les plans des blocks randomisés ;
Les plans optimaux ;

Les plans pour simulations numériques ;

SSEENEE NN

Les plans booléens.

Le bon choix d’'un plan expérimental maximise lawmfité d'information qui peut étre
obtenue pour un effort expérimental donné. Le claix plan d’expérience dépend des
objectifs de I'expérience et du nombre de factétugliés, selon les objectifs expérimentaux
rencontrégSado et Sado, 2000).

[11.3.1. Les plans pour surface de réponse

Les plans du second degré ou plans pour surfacagpmbnse permettent d'établir des
modeles mathématiques du second degré. Ces planstdes a chaque fois que I'on se trouve
prés d'un maximum ou d'un minimum. Il existe plussetypes de plans du second degré dont on

s'intéresse au Plan Central Composite (CCD).

[11.3.1.1.Le plan centrale composites

Les plans composites se prétent bien au déroutesgguentiel d’'une étude. La premiere
partie de I'étude est un plan factoriel compleffimgetionnaire complété par des points au centre
pour Vvérifier la validité du modele. Si les testswdlidation sont positifs (la réponse mesurée au
centre du domaine est statistiquement égale apanse calculée au méme point), I'étude
s’acheve le plus souvent, mais s’ils sont négatifisentreprend des essais supplémentaires pour

établir un modéle du second de@@dupy et Creighton, 2006).

Les essais supplémentaires sont représentés pgroites d’expériences situés sur les
axes de coordonnées et par de nouveaux pointsaggnttes points situés sur les axes de
coordonnées sont appelés pesnts en étoileLes plans composites présentent donc trois partie
(Figure 16) :

Le nombre totah d’essais a réaliser est la somme des essais ddigakamiel fif ), des essais du
plan en étoiler{o) et des essais au centn®), Le nombren des essais d’'un plan composite est
donné par la relation :

n=nf + na +n0
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Facteur 2 (I)
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Les ptad’expériences

Figure 16: Plan composite pour I'étude de deux facteurs.dagsts factoriels sont en noirs, les

points en étoile sont en gris clair, les pointstigaix sont en blanc.

Le nombre de niveaux est 5 pour chacun des facttigeulement 3 lorsque I'on a un
plan composite a faces centré€supy et Creighton, 2006).




Flude

Fxpérimentale



Matériel et

Méthodes




Etude expérimentale | : Matié et méthodes

I. Matériel

1 .1. Matériel végétal

Le matériel végétal comprend la partie aérienngegtiet feuilles) de I'espédeytisus
villosus récoltée de la région El-Millia, Wilaya de Jigl mois de février 2016 au stade pleine
floraison. La partie aérienne est nettoyée, séah&ambre et a température ambiante, stockée a
I'abri de la lumiére puis broyé a l'aide d'un mikgour avoir une poudre a partir de laquelle les

extraits ont été réalisés.
|.2. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans I'esshiaatérien sont: les bactéries a Gram
(Escherichia coli ATCC 25922) et les bactéries a Graf8taphylococcus aureus ATCC 25923)
et sont conservées a 4°C dans des tubes a esatesant le milieu solide incliné GN jusqu’a

['utilisation.
Il. Méthodes
I1.1. Extraction

Les extraits méthanoiques ont été préparés &eldechnique décrite phabilir et
al., (2012) avec quelque modifications ; une prise d’essalgiele poudre est mise a macérer
dans un volume différentes de méthanol(10,15,2) amkc différentes concentration de
méthanol (70% ,85%,100%) puis incubé dans I'étusedant (30 ,75,120 min) a température
varié (20,30,40 C°) selon 26 expériences. L'extaagnsuite été centrifugé, apres filtré sur un
papier filtre N°1 et conservé dans la réfrigérat®f, a I'abri de la lumiére.

[I.2. Dosage des polyphénols totaux
» Dilution : Un volume de 20Ql pour chaque extrait avec 8Q0de méthanol a
différentes concentration (70% ,85%,100%).
» Dosage:
La teneur en phénols totaux des extraitstéa déterminée par la méthode de

Singleton et Ross (196%n utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Un volume de 20@I pour chaque extrait qui diluée est introduihslades tubes a essais, le
mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué Idisfet 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5

%) est additionné. Le mélange est agité esdads|'obscurité a une température ambiante
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pendant 30 min. Un témoin est préparé dassnhémes conditions, sauf I'extrait changé par

I'eau distillé.

L’absorbance est mesurée a 765 nm. Une eodiétalonnage a différentes concentrations
d’acide galliqgue a été préparée. Les teneurs phénols totaux dans les extraits sont
exprimées en milligramme (mg) eéquivalent d’acghllique par gramme (g) du poids de la

matiere seche (mg EAG/ g MS).
I1.3 Tests de l'activité antibactérienne
> Inoculum

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des deiPétri contenant la gélose nutritive
(GN) ou autres milieux selon les souches et incailmndant 24 heures, afin d’obtenir une
culture jeune des bactéries et des colonies isofe@artir de ces boites, a l'aide d'une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfatendentiques sont prélevées et mises dans
9ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCh suspension bactérienne est bien
homogénéiseée.

L’opacité de I'inoculum doit étre équivalente & 0)c Farland ou a une densité optique de
0,08 a 0,10 a 625 nm (ce qui correspond a envi@® WFC/ml) (Mohammedi, 2006)
L'ensemencement doit se faire en moins de 15 migsdp préparation de 'inoculum

> Ensemencement

Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspensiactérienne, puis essoré en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube afin de degdr au maximum. L'écouvillon est frotté sur
la totalité de la surface, de haut en bas sur UeumMH., en stries serrées. L'opération est
répétée trois fois, en tournant la boite de 60°haqoe fois sans oublier de faire pivoter

I’écouvillon sur lui-méme et en le passant surdaghérie de la gélose.

» Préparation des disques
Les disques sont fabriqués a partir du papier Wati¥al, avec un diametre de 6mm
Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a esddlisés a l'autoclave, puis stockés a une

température ambiante (le tube a essai est hernaétigpt fermé).

> Application des disques d’antibiotiques
Dans des conditions aseptiques et a I'aide d’uneepstérile, des disques de papier
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WattmanNel (4 disques/boite) sont déposés sur un milieu éMinton. Précédemment
inoculé avec le microorganisme choisi, puis pogél 2@ chaque extrait sur les disques par une
micropipette.

» Incubation

Les boites ont été incubées a I'étuve a 37°C perittah.

» Expression des résultats
A la sortie de I'étuve, I'absence de la croissanierobienne se traduit par un halo

translucide autour du disque, identique a la gésdéele, dont le diametre est mesuré a
'aide régle (y compris le diamétre de disque defj. La sensibilité des différentes
souches vis-a-vis de différents extraits étudiéclessée selon le diamétre d'inhibition
selon les critéres suivants:

* Non sensible(-) ou résistante : diametre < 8 mm.

» -Sensible(+) : diameétre compris entre 9 a 14 mm.

* Trés sensiblg++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.

« -Extrémement sensiblg+++) diameétre > 20 mn{Ponceet al. 2003).

disque imprégné croissance
de I'extrait microbienne
e | —

B !
L

A

Zone d'inhibition

Figure 17: Aromatogramme sur boite de pétri a diffusion lirga partir d'un disque imprégné
de I'extrait végétale.

[1.4. Activité antioxydante

Cette méthode est basée sur la mesure de la tagasiantioxydants a piéger le radical
DPPH. L'effet de chaque extrait sur le DPPH estsun& par la procédure décrite par
(Benhammouet al., 2007) La solution de DPPH est préparée par solubitisatie 2,5 mg de
DPPH dans 100ml du méthanol.

Un volume de 50 pl de différentes concentratiomslithque extrait est ajouté a 1,950 ml
de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/licframent préparée. En ce qui concerne le
contrdle négatif, ce dernier est préparé en pdeatlea mélangeant 50 pl du méthanol avec

1,950 ml d'une solution méthanolique de BIPR la méme concentration utilisée. Apres
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incubation a lI'obscurité pendant 30 min etla température ambiante, la lecturs de

absorbances est effectuée a 517 nm a l'aide d'ectisgphotometre.

Le contréle positif est représenté par wwution d’acide ascorbique(16mg avec
10ml d’éthanol et diluée 10 fois) dont I'absorbarcété mesurée dans les mémes conditions
que les échantillons et pour chaque condéoraPour le calcul des pourcentages

d’inhibitions, nous avons utilisé la formule suit@n

| % = ((Ac-At)/Ac) x 100

Ou:

| %: Pourcentage de I'activité anti-radicalaire (R%).
Ac : absorbance du contrdle

At : absorbance du test effectué

Calcul des IC50 : L' IC50 ou concentration Ilihice de 50 % (aussi appelée EC50
pour efficient Concentration 50), est la concerdratde I'échantillon testé nécessaire pour
réduire 50 % de radical DPPHLes IC50 sont calculées graphiquement par régressions
linéaires des graphes tracés ; pourcentagesiloiion en fonction de différentes

concentrations des fractions testées.

I1.5. Optimisation de I'extraction par plan d’experience

Dans notre étude le plan centrale compo&t€D) a été utilisé pour I'optimisation de
I'extraction des polyphénols deytisus villosus en utilisants quatre réponses, a savoir : le taux
des polyphénols totaugRéponse Y). L’activité Anti-Saphylicoccus aureus (Réponse Y).
L’activité Anti-Escherichia coli (Réponse ). L'activité Antioxydante en utilisant le DPPH
(Réponse Y).

Apres l'identification des facteurs qui affectdatproduction d’acide lactique, le plan
central (CCD) composite est appliqué afin d’opsiemiles principales variables. Ces facteurs
sont représentés en trois niveaux codés par -1, €1lepour le minimum, moyenne et le

maximum respectivement.
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Le Tableau V :regroupe les facteurs utilisés ainsi que leursanix.

| : Matéd et méthodes

Variables Code du variable -1 0 1+
Température (°C) X1 20 30 40
Temps (min) X2 30 75 120
Rapport m/V (g/ml) X3 10 15 30
Concentration du Me-OH (°) Xa 70 85 100

Pour les quatre réponses, l'influence et legaatéons entre les facteurs indépendants a
savoir la TempératuréXi), temps de maceératiofXz), le rapport matiére végétale/volume du
solvan{Xs), et la concentration du solvagXs). La construction de la matrice des expériences

nous a donné 26 essais.

Afin de prédire le point optimal, une fonction pabmiale de second ordre a été
élaborée. Elle permet d’étudier la relation entielariables indépendantes et les réponses (PPT,
Activité anti-Saphylococcus aureus, activité anti-E.coli, et I'activité antioxydante)

La forme générale de I'’équation polynomiale du sdoardre est la suivante :
Yi = B0 +X BiXi + X iiXi 2+ X BijXiXj

Avec :

Yi : laréponse ;

0 : la constante du modele ;

Xi, Xj : les variables indépendantes ;

pi : le coefficient linéaire ;

pij : le coefficient d’interaction ;

pii : le coefficient quadratique.

L'analyse statistique du modele est exécutée atlysant la variance (ANOVA). Cette
analyse inclue le test du Fischer (significationndodéle globale), sa probabilité assoq€e),
le coefficient de corrélation R et le coefficien¢ diétermination Rqui mesure la qualité
d’ajustement du modele de régression. Pour chaqueble, les modéles quadratiques sont
représentés par et les courbes de la surface das@d3D). Cette analyse est réalisée par le

logiciel IMP 7 Discovery.




Résultars et

Discussion
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[ll. Résultats de I'optimisation par plan d’expérience

L’optimisation par plans d’expérience est moingtease et consomme moins du temps
par rapport aux méthodes classiques car plusiewesT@tres sont testés simultanément avec un
nombre d’expériences minimale d’'une maniére avioues interactions entre les variable
(Montgomery, 2001).1ls offrent une grande quantité d’information atpad’un nombre réduit
d’essaigBac et Boyaci, 2007).

Dans notre étude le plan centrale compd§ieD) a été utilisé pour I'optimisation de :
- Rendement d’extraction des polyphénols tot@Bponse Y).
- L’activité Anti-Saphylicoccus aureus (Réponse ).
- L’activité Anti-Escherichia coli (Réponse ).

- L’activité Antioxydante en utilisant le DPP{Réponse ).

Pour les quatre réponses, l'influence et legaat#ons entre les facteurs indépendants a
savoir la TempératuréXi), temps de macératiofXz), le rapport matiére végétale/volume du
solvan{Xs), et la concentration du solvagXs). La construction de la matrice des expériences
nous a donné 26 essais. Les expériences ont égtedaaléatoirement. Les valeurs trouvées on
été comparées avec les valeurs prévues par le modeNérifier sa performance. L'ajustement
du model a été vérifié par le test ’ANOVA, et Inéarité les interactions entre les facteurs
indépendants a été vérifié par la régression disarit la méthode des moins carrés. L’analyse a
éte réalisée en utilisant le logiciel JIMP StatadtiDiscovery v7.0.1 (USA).

[ll. 1. Résultats de I'optimisation de I'extraction des polyphénols totaux (PPT)

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisgilesant le réactif de Foulin Ciocalteu,
le montre les conditions expérimentales, les ramitrouves ainsi les valeurs prévues (en mg Eq

Ac. Galligue/g matiéres végétale) sont représeatdés le tableau VI.

Tableau VI. Matrice d’expérience pour les polyphénols totaux.

Variables indépendants Taux des polyphénols
Essai X(°C) X2(min) X3(ml) Xa(®) Mesuré Prévu
1 20 120 10 70 2,3 1,379246
2 40 30 20 70 41,2 43,5068651
3 40 120 10 100 49 37,876309%
4 40 120 20 100 92 88,9735317
5 40 120 20 70 25,2 21,2318651
6 30 75 15 70 69,3 60,3895238
7 20 120 20 100 112,3 101,2596483

o
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8 20 30 10 70 33,7 32,895754
9 40 30 10 100 60 48,5513095
10 20 120 10 100 57 50,8624206
11 20 120 20 70 5,4 -0,9820238
12 30 120 15 85 93,4 92,0728571
13 30 75 10 85 120,2 107,811746
14 20 75 15 85 120,1 36,7784127
15 20 30 20 100 133,2 123,834643
16 30 75 20 85 145,6 133,533968
17 20 30 10 100 81 73,4874206
18 40 75 15 85 100,5 35,4173016
19 20 30 20 70 30,2 33,2429762
20 40 30 10 70 49 42,4596429
21 40 120 10 70 19,8 20,1346429
22 30 75 15 85 100,3 98,8564286
23 30 75 15 100 90 114,55619
24 40 30 20 100 96 99,5985317
25 30 30 15 85 109,8 114,52285Y
26 30 75 15 85 98,1 98,8564286

En analysant les résultats du tableau VI, il resgoe les taux des polyphénols obtenues
variées de 2,3 a 145,6 mg Eq Ac. Gallique/g. s fhible concentration a été observée avec
les valeurs 20°C, 120min, 10 ml et 70° pour lesabdes X1, X2, X3, et Xa successivement.
D’autre part, la valeur de 145,6 mg Eq Ac. Galligua été obtenue avec une macération a
température de 30°C et un temps de 75min, et éeamti 20 ml du solvant a 85°. Les valeurs
mesurées sont trés proches de valeurs prévues neuplindique sur le bon fonctionnement du
model.

[ll. 1.1. L’analyse du model par ANOVA et régressim linéaire

L’analyse du model par le test ANOVA été tres baent significatif (50.001). D’'une
autre part la valeur du coefficient de déterminma(ig?) été de I'ordre de 0,96 montrant la bonne
concordance entre les données expérimentales kets gatévues pour toute la régression.
Autrement dit le modéle de réponse a pu expliq6és ges variations totales, et ganséquent,

il reste 04% des variations qui ne sont pas expiqpar ce modéle. Mes résultats de I'analyse de

variance et de la régression sont résumeé danbléataVll.

0
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Tableau VIl : L'analyse de la variance pour le taux PPT.

Source | Degré(s) de Somme des | Carré moyen | Rapport F
liberté carrés
Modeéle 14 38989,353 2784,95 18,5528
Résidus 11 1651,206 150,11 | Prob.>F
Total 25 40640,558 <,0001

[11.1.2. L’analyse du manque d’ajustement

Le manque d’ajustement est un paramétre trés tamopour la validité du model. Un

manque d’ajustement significatif montre que le nh@d non ajuste au phénomene étudié, dans

ce cas le changement du model et la réalisationedhouvelle optimisation est nécessaire. Le

tableau VIII

des polyphénols totaux.

Tableau VIl : L'analyse de la variance pour le taux des PPT.

Source Degré(s) de Somme des | Carré moyen | Rapport F
liberté carrés
Manqgue d'ajustement 10 1648,7855 164,879 68,1316
Erreur pure 1 2,4200 2,420 Prob. > F
Erreur totale 11 1651,2055 0,0940

montre les résultats du manque digjent du model CCD pour 'optimisation

Selon le tableau il ressort que le manque d’ajustd est non significatif avec p>0.05 ce
qui confirme les résultats de I'analyse de la varéaet le model est bien ajusté a nous

expériences.
[11.1.3. L'analyse de I'influence et l'interaction des facteurs

Cette analyse est réalisée en utilisant le tesDXA pour les facteurs linéaires, de

synergie et quadratiques. Les résultats de I'apagsit consignés dans le tableau IX.

Tableau IX : Analyse de régression des résultats obtenus paauxedes PPT.

Variable Estimation| Ecart-type| Rapportt| Prob.>|t|
Constante 115,51857 4,856815% 23,78 <,0001
Température(20,40) -2,361111 2,887806 -0,82 0,4309
Temps(30,120) -9,872222 2,887806 -3,42 0,0057
Rapport m/\VV(10,20) 11,616667 2,887806 4,02 0,002@
Méthanol %(70,100) 27,466667 2,887806 9,51 <,0001
Température*Temps 2,556P5 3,062981 0,83 0,4217
Température*Rapport m/V -1,90625 3,062981 -0,62 0,5464
Temps*Rapport m/\V 1,86875 3,062981 0,61 0,5547
Température*Méthanol % -9,38125 3,062981 -3,06 0,0108

|
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Variable Estimation| Ecart-type| Rapportt| Prob.>|t|
Temps*Méthanol % 2,59375 3,062981 0,85 0,4151
Rapport m/V*Méthanol % 11,83125 3,062981 3,86 0,0026
Température*Température -10,6581 7,655993 -1,39 0,1914
Temps*Temps -19,3581 7,655993 -2,53 0,028(
Rapport m/V*Rapport m/V 11,941905 7,655993 1,56 0,1471
Méthanol %*Méthanol % -41,3081 7,655993 -5,40 0,0007

Les résultats du tableau IX montrent que les tastbnéaires (Temps, Rapport m/V, et la
concentration du méthanol) ont une influence haategraignificative (p<0.01) sur le rendement
d’extraction des polyphénols.

De méme pour les facteurs de synergie (Tempér&areentration du méthanol, et Rapport

m/V* Concentration du méthanol), et les facteursadratigues (Temps*Temps, et

Concentration du méthanol* Concentration du métham@une autre part on observe que la

température n'aucune influence significative surrédedement d’extraction des polyphénols
(p<0.05).

[1l.1. 4. L’optimisation par surface de réponse durendement d’extraction des PPT

Le modéele de régression développé peut étre mppar les surfaces de réponse et le
contour plot pour comprendre linteraction des guatariables et pour déterminer le niveau
optimal de chaque variable pour optimiser la réporises surfaces de réponse montrent
I'interaction de deux variables indépendantes quamel autre variable est fixée a zéro. Les

figures 18 représentent les surfaces de réponkkestaour la concentration des PPT.

L

Taux des Polyphenols

Taux des Poly p}'\_fé‘“\o‘\?
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Figure 18 : Surface de réponse de l'influence des différesttelurs sur le rendement de
I'extraction des polyphénol§A): Influence du temps de macération avec la conagoitr du

meéthanol(B) : Influence de la température de macération eblieme du solvant.

Selon la figure 18 (A°) on observe l'augmentatidn taux des polyphénols en

augmentant la concentration du méthanol et lgp$ediextraction jusqu’a un maximum avec
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83° du méthanol et un temps de 70min. de méme lpdempérature et le rapport m/V avec un
maximum a 30°C et 20 ml du solvant. Une équatiosat®mnd ordre a été utilisée pour corréler
les variables du processus avec les réponsescoedficients du second ordre polynomiaux ont
ete déterminés en utilisant la régression multiple.
Y1=115,51 - 2.36X- 9,87 X% + 11,66X% + 27,46X% + 2,5XX2 -1,9X:X3+1,8X:X3- 9.38%1X4
+2,59%X4+11,83%X4 -10,65%%-19,35 %*+11,94 %°-41,30 X2

Les valeurs optimales des différents facteurs @@t obtenues apres la résolution de
I’équation. Les conditions optimales de I'extrantides polyphénols estimées par I'’équation du

modele sont groupées dans le tableau X.

Tableau X: Conditions optimales de I'extraction des PPT.

Variable Valeur critique

Température(20,40) 27,958467
Temps(30,120) 62,377992
Rapport m/V(10,20) 11,953416
Méthanol %(70,100) 88,8936[77

Valeur prévue de la solution : 117,16 mg Eq Ac.liGaé/g.
[ll. 1. 5. Validation du modéle

Afin de vérifier la validité du modele, les condits théoriqgues optimales ont été
appliguées. La concentration des polyphénols obtsnus ces conditions est de 110 mg Eq Ac.
Gallique/g, c'est approximativement 94% de la vafmévue. Ces résultats obtenus confirment
la validité du modele de CCD et montrent aussi kpmguation du modele est satisfaisante et
fiable.

[ll. 2. Résultats de I'optimisation de l'activité Anti- Staphylicoccus aureus

L’activité antibactérienne vis-a-vis totaBmphylicoccus aureus a été testée pour chaque
extrait par la méthode de diffusion sur disque. tHesnétres de zones d’inhibition trouvé et

prévue sont résumés dans le tableau XI.

|
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Tableau XI: Résultats de I'activité Ant&taphyl ococcus aureus.

Diameétre de zone d’inhibition Diameétre de zone d’inhibition
(mm) (mm)

Essal Mesuré Prévu Essai Mesuré Prévu
1 19 17,69 14 17 18,03
5 17 15,94 T’ 3 355
3 17 16,85 16 14 14,14
4 15 14,05 17 20 19,35
5 21 21,91 18 19 17,81
6 20 1847 19 17 17,41
! 15 14,02 20 18 19,24
8 19 19,71 » 55 5021
R S
= . ki 23 13 14,36
12 17 18,03 24 ° 2o

’ 25 18 16,81
13 17 16,70 ~ G 1672

Selon les résultats du tableau Xl, il apparatdemeétres de zones d’inhibition mesurées
sont proches a la valeur prévues par le modelvakiance des valeurs autour de la moyenne est
petite avec un écart type de 2,84 mm. L'activitllss forte a été observée pour la combinaison

d’'une température de 40°C avec un temps de 12@&nen utilisant 10 ml du méthanol a 70°.

Figure 19 : Zones d’'inhibition d’extrait appartenant a la p&@itisus villosus

-
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[ll. 2.1. L’analyse du model par ANOVXA et régresson linéaire

L'analyse de variance nous renseigne sur la sogiidn des variations des valeurs de
zone d'inhibition en modifiant les différents fagte d’extraction. Les résultats sont montrés

dans le tableau XII.

Tableau XlI : analyse de la variance pour les diameétres de dartgbition.

Source Degre(s) de Somme dej Carré moyen| Rapport F
liberté carrés

Modele 14 179,83266 12,8452 6,4187

Résidus 11 22,01349 2,0012 Prob.>F

Total 25 201,84615% 0,001¢

Comme montré dans le tableau, le test d’ANOVAhasttement significatif @0.01), ce
qui signifie le changement des diametres de zon@idition selon la matrice des expériences.
La régression linéaire nous a donné une idée saworiae corrélation des valeurs observé avec la

valeur prévues avec?R 0.89.
[11.2.2. L’'analyse du manque d’ajustement

Les résultats du manque d’ajustement du model @GI¥ I'optimisation de l'activité

Anti-Saphylococcus aureus sont montré dans le tableau XIII.

Tableau Xlll: Manque d’ajustement du model CCD sur I'activitéitzactérienne vis-a-vis de

Saphylicoccus aureus.

Source Degré(s) de Somme de{ Carré moyen| Rapport F
liberté carrés

Manqgue d'ajustement 10 21,513492 2,15135 4,3027

Erreur pure 1 0,500000 0,50000 Prob.>F

Erreur totale 11 22,013492 0,3599

D’aprés le tableau, le model CCD et ajusté a Katétianti- Saphylococcus aureus, avec p>0.05.

[11.2.3. L'analyse de I'influence et l'interaction des facteurs

L’'analyse de linfluence des variables indépenslashbnne une idée sur les facteurs
significatifs et non significatifs, et donc de caitre les variable a changer pour modifier la
réponse tableau XIV.

Pour l'activité anti staphylococcique, que la cemication et le volume du méthanol

utilisé pour la macération ont un effet signifi€aur I'extraction (g0.05). L'influence de la
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température et le temps de macération est norfisafnre. D’'une autre part les Temps*Rapport

m/V et Rapport m/V*Méthanol % on un effet signifiéd ableau XIV.

Tableau XIV : Analyse de régression des résultats obtenus Lisctwnti Saphylococcus

aureus.

Terme Estimation | Ecart-type | Rapportt | Prob.>|t|
Constante 16,72 0,56 29,83 <,0001
Température(20,40) -0,11 0,33 -0,33 0,7452
Temps(30,120) 0,611 0,33 1,83 0,0940
Rapport m/VV(10,20) -1,27 0,33 -3,83 0,0028
Méthanol %(70,100) -2,05 0,33 -6,16 <,0001
Température*Temps 0,75 0,35 2,12 0,0575
Température*Rapport m/V -0,25 0,35 -0,71 0,4943
Temps*Rapport m/V 1,25 0,35 3,53 0,004(7
Température*Méthanol % -0,37 0,35 -1,06 0,3117
Temps*Méthanol % -0,37 0,35 -1,06 0,311y
Rapport m/V*Méthanol % -1,12 0,35 -3,18 0,008[7
Température*Température 1,19 0,88 1,35 0,2085
Temps*Temps 0,69 0,88 0,79 0,448p
Rapport m/V*Rapport m/V -1,30 0,88 -1,48 0,1680D
Méthanol %*Méthanol % -0,30 0,88 -0,34 0,7368

[11.2. 4. L’optimisation par surface de réponse dd’activité Anti- Staphylicoccus aureus

La représentation des variation des diameétres atesz d’inhibition en fonction du

changement des parameétres de I'extraction en s&fde réponse nous permet de déceler les

valeurs optimale pour chaque variable et donc galiel model figure 20.

Anfi-Staph

Figure 20 : Surface de réponse La variation de I'activitéraitrobienne vis-a-vis

Staphylococcus aureus en fonction des conditiomstidiction.(A): temps de macération avec la

concentration du méthandB) : la température de macération et le volume duasil

42
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La figure 20 (A) montre que les diametres des gahi@hibition est corrélé négativement
avec le temps d’extraction et la concentration déthanol. Dans l'autre main I'activité anti
bactérienne s’évolue progressivement avec l'augatient volume du solvant jusqu’au atteint le
maximum avec un rapport de 1/15(m/V). Une équatiercorrélation entre les variables et les
réponses s’écrit :

Y1=16,72- 0,11X+ 0,611% -1,27%; -2,05% + 0,75% X2 -0,25X%X3+1,25%X3- 0,37X% X4 -
0,37%Xa- 1,12%Xs + 1,19%2 + 0,69%? - 1,30%>-0,30X4°.

Les valeurs optimales des différents facteurs algenpar la résolution de I'équation sont
montrées dans le tableau XV.

Tableau XV: Conditions optimales de I'extraction des PPT aviétianti-Staphylococcus

aureus.
Variable Valeur critique
Température(20,40) 30,22
Temps(30,120) 17,55
Rapport m/\VV(10,20) 15,44
Méthanol %(70,100) 43,54

Valeur prévue a la solution : 19,12mm.

111.2.5. Validation du modele

Aprés avoir extraire les polyphénols totaux enlignpnt les conditions optimiser par le
model CCD. Un test de l'activité antibactérienng etalisé. Le diamétre de zone d’inhibition
éte de 20mm, cette valeur est tres proche de &uvagkévue par le logiciel. Ce qui indique le

bonne fonctionnement du model.

[ll. 3. Résultats de I'optimisation de I'activité Anti-E.coli

E.coli a été choisie comme souche de test pour optifiésdraction des polyphénols a
activité antimicrobienne vis-a-vis des bactériesGam négatif. Les résultats obtenus sont

résumés dans le tableau XVI .
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Tableau XVI: Résultats de 'activité Antk.coli

Diameétre de zone

Diamétre de zone d’inhibition

d'inhibition (mm) (mm)

Essai Mesuré Prévu Essa Mesuré Prévu
1 0 0 14 5 3,97
) 0 0 15 14 13,10
3 11 9,01 16 13 11,52
4 8 8,54 17 11 10,57
5 0 0,01 18 0 2,30
6 0 0,74 19 0 1,57
v 10 10,96 20 0 0

8 0 0 21 0 0,98
9 7 7,15 29 11 8,08
10 9 9,93 23 10 10,52
11 0 0 o4 8 8,18
12 10 9,19 o5 7 9,08
13 8 10,74 26 9 8,08

Les résultats du tableau XVI, montre une corréfatlevée entre les valeurs des zones

d’inhibition mesurées et les valeurs prévues pandelel. L'écart entre les valeurs observées et

les valeurs prévues ne dépasse pas 2mm. La plodegene d’inhibition a été trouvée par la

macération d’'un gramme de matiére végétale dang @0rméthanol 100° a température 20°C

pendant 30minutes

Figure 21: zones d’'inhibition d’extrait appartenant a lar&Cytisus villosus

s
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[ll. 3.1. L’analyse du model par ANOVA et régressim linéaire

En analysant nos résultats par ANOVA et par lagggjon entre les valeurs trouvées et
prévue. On a pu montrer que la variation des diserétles zones d’inhibition B'coli est
significativement corrélée avec le changement desbinaisons entre les niveaux des différents
variables indépendantes avee@®01) tableau XVII.

Tableau XVII: Analyse de la variance pour les diametres de donkibition d’E.coli

Source | Degré(s) de Somme dej Carré moyen| Rapport F
liberté carrés

Modéle 14 583,10037 41,650( 10,1951

Résidus 11 44,93810 4,0853 Prob.>F

Total 25 628,03846 0,00072

La régression a montré une haute corrélation @ésuks observées avec les valeurs
prévues (R=0.93), ce qui indique que 93% des valeurs des é&ti@s de zones d’inhibition peut

étre prévues par le model.

[11.3.2. L’'analyse du manque d’ajustement

Le manque d’ajustement du model a été analysemparant I'erreur totale et I'erreur
pure, le manque d’ajustement et le résultat dedatsaction de I'erreur ure de I'erreur total. Les

résultats sont resumés dans le Tableau XVIII.

Tableau XVIII : Manque d’ajustement du model sur I'activité aatitérienne vis-a-vis de.coli.

Source Degré(s) de Somme de{ Carré moyen Rapport F
liberté carrés

Manque d'ajustement 10 42,938095 4,29381 2,1469

Erreur pure N 2,000000 2,00000 Prob.>F

Erreur totale 11 44,93809% 0,4896

Le teste de manque d’ajustement est no significatique le bon ajustement du model a
I'activité antimicrobienne (P=0,48).
[11.3.3. L'analyse de I'influence et l'interaction des facteurs

Les résultats de I'analyse de linteraction dedefars et leur effet sur I'extraction des
polyphénols a activité anE-coli sont montrés dans le tableau XIX
Tableau XIX : Analyse de régression des résultats obtenus LisctwntiE.coli

Terme Estimation | Ecart-type | Rapportt | Prob.>|t|
Constante 8,0857143 0,80123p 10,09 <,0001
Température(20,40) -0,833333 0,476403 -1,7% 0,1081

o
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Terme Estimation | Ecart-type | Rapportt | Prob.>|t|
Temps(30,120) 0,0555556 0,476403 0,12 0,9093
Rapport m/\VV(10,20) 0,3888889 0,4764083 0,82 0,43[L7
Méthanol %(70,100) 4,8888889 0,476403 10,26 <,0001
Température*Temps 0,625 0,505302 1,24 0,2419
Température*Rapport m/V, -0,375 0,505302 -0,74 0473
Temps*Rapport m/V -0,375 0,505302 -0,74 0,4736
Température*Méthanol % -0,625 0,505302 -1,24 0,2419
Temps*Méthanol % -0,125 0,505302 -0,25 0,8092
Rapport m/V*Méthanol % 0,125 0,505302 0,25 0,8092
Température*Température -4,947619 1,263014 -3,92 0023,
Temps*Temps 1,052381 1,263014 0,83 0,4224
Rapport m/V*Rapport m/V 3,052381 1,263014 2,42 0203
Méthanol %*Méthanol % -2,447619 1,263014 -1,94 8,07

Il est clair du tableau XIX Que l'activité antidéli, que la concentration est influencée
significativement que par la concentration du ragth pour les variables linéaires<(Q001), et

par deux variable quadratique a savoir températemgiérature et Rapport m/V *Rapport .

[11.3. 4. L’optimisation par surface de réponse dd’activité Anti- E .coli

La surface de réponse activité abttoli en fonction des variable indépendantes est un
espace tétra dimensionnel, la représentation desrfctions entre les facteurs et leur influence

sur la réponse se fait deux par deux dans un espdiceensionnel (figure 22 ).

Figure 22: Surface de réponse La variation de I'activitéraitrobienne vis-a-vi&.coli en
fonction des conditions d’extractioff): temps de macération avec la concentration du

méthanol(B) : la température de macération et le volume duasl

Selon la figure 22 (A) on observe une hausse deréalres des zones d’inhibition avec

'augmentation de la concentration du méthanol ilagde I'augmentation du temps n’a aucune

e
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influence sur I'extraction. D’'une autre I'activienti bactérienne augmente avec la température
(corrélation positive) jusqu’a un maximum a tempéma 30°C. La transformation des surfaces
de réponse en chiffre nous a donné équation sgivan

Y1=8,08-0,83X+ 0,05% +0,38X%; +4,88X%: + 0,62X%X2 -0,37%X3-0,37XX3-0,62X1X4 -
0,12X%Xa+ 0,12X%X4 -4,94%2 + 1,05%2 + 3,05%3-2,44X:2.

La résolution de I'’équation a donné la solution im@mdans le tableau XX.

Tableau XX: Conditions optimales de I'extraction des PPT avéétiantiE.coli.

Variable Valeur critique
Température(20,40 28,58
Temps(30,120) 77,68
Rapport m/\VV(10,20 14,55
Méthanol %(70,100 100

Valeur prévue a la solution : 10,60mm

111.3.5. Validation du modéle

L’application d’'une extraction en respectant légeaux des variables donnés par le
model. Nous a permit d’avoir un extrait avec upeezd’inhibition de 12mm. Cette valeur est
supérieure a de la valeur prévue par le logiciekmeste dans l'intervalle de I'écart entre les

valeurs prévues et observe, dons le model estévatiiéquation est satisfaisante.

[ll. 4. Résultats de I'optimisation de I'activité Antioxydante

L’activité antioxydante a été mesurée en utilidarmadical DPPH. Les différent résultats

trouvé ont été analysés et comparés avec des sadsturues tableau XXI.
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Tableau XXI. Résultats de I'activité Antioxydant

Activité anti radicalaire (%)

Activité anti radicalaire (%)

Essai Mesuré Prévu Essai Mesuré Prévu
1 83,24 81,95 14 83,51 86,75
2 86,17 85,86 15 82,24 80,76
3 80,31 80,62 16 91,22 91,90
4 84,04 84,66 17 72,07 74,03
5 86,96 85,27 18 88,82 87,82
6 85,37 86,75 19 86,96 86,93
7 80,31 79,88 20 81,38 82,08
3 81,64 80,67 21 80,58 81,71
9 84,3 82,93 29 89,09 88,10
10 73,4 73,36 23 84,3 83,12
11 86,96 87,98 24 85,63 87,19
12 85,37 85,69 o5 86,43 86,32
13 87,23 86,75 26 87,76 88,10

D’aprés tableau XXI, on observe que les résuttats/és sont proche des résultats prévus

ce qui indique une bonne corrélation entre eux dbanne fonctionnement du model. Les

résultats de I'activité antioxydante sont comprige 73,36 et 91,90%. Dont la meilleure activité

a été enregistrée avec les niveaux 30 °C, 75 ndirmR et 85° pour les variables température,

temps, volume et concentration du solvant, suceessnt.

[ll. 4.1. L’analyse du model par ANOVA et régresson linéaire

L’analyse du model par ANOVA a montre un effestrautement significatif vis-a-vis de

la réponse activité oxydante<(®001) tableau XXII.

&
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Tableau XXII : Analyse de la variance pour les diamétres de donkibition d’E.coli

Source | Degré(s) de Somme des | Carré moyen | Rapport F
liberté carrés
Modeéle 14 452,19346 32,2995 13,141f7
Résidus 11 27,03564 2,4578 | Prob.>F
Total 25 479,22910 <,0001

La valeur du Rété a I'ordre de 0,94, ce qui refléte une corrétaforte entre les valeurs

prévues et les valeurs observées. Donc notre muoele expliquer et prédire 94% de nos

résultats.

[11.4.2. L'analyse du manque d’ajustement

Les résultats d’analyse du manque d’ajustemeritrésamés dans l&ableau XXIII.

Tableau XXIIl: Manque d’ajustement du model sur I'activid@tioxydante.

Source Degré(s) de Somme des | Carré moyen | Rapport F
liberté carrés
Manque d'ajustement 10 26,151189 2,61512 2,9568
Erreur pure 1 0,884450 0,88445 | Prob. > F
Erreur totale 11 27,035639 0,4263

Les résultats du manque d’ajustement ont été igmifisatifs (P=0,42), en accord avec

les résultats de l'analyse par ANOVA ce qui conérie bon ajustement du model a nos

résultats.

[11.4.3. L'analyse de I'influence et 'interaction des facteurs

Les résultats de I'analyse de l'influence des aldgs indépendantes et l'influence de

cette derniéres sur I'activité antioxydante soptésentés dans le tableau XXIV

Tableau XXIV : Analyse de régression des résultats obtenus Ligctwntioxydante.

Terme Estimation | Ecart-type | Rapportt | Prob.>|t|
Constante 88,1022864 0,62146P 141,76 <,0001
Température(20,40) 1,5477778 0,369518 4,19 0,0015
Temps(30,120) -0,313889 0,369518 -0,85 0,4187
Rapport m/V(10,20) 2,5744444 0,369518 6,97 <,0001
Méthanol %(70,100) -1,814444 0,369518 -4,91 0,0005
Température*Temps -0,41187% 0,391933 -1,0% 0,3159
Température*Rapport m/Y -0,618125 0,391933 -1,58 0,1431
Temps*Rapport m/\V -0,054375 0,3919338 -0,14 0,8922
Température*Méthanol % 1,873125 0,391933 4,78 ®0Q0
Temps*Méthanol % -0,485625 0,391938 -1,24 0,2411
Rapport m/V*Méthanol % 0,120625 0,391933 0,31 00764
Température*Température  -1,829714 0,979646 -1,87 0887,
Temps*Temps -2,094714 0,979646 -2,14 0,055%8
Rapport m/V*Rapport m/\V 1,2302857 0,979646 1,26 0,2352
Méthanol %*Méthanol %| -3,159714 0,97964p -3,23 8100

o
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Selon le tableau XXIV, On observe un effet hautenségnificatif des variable linéaires :
Température, Rapport m/V, et la concentration duthisigol on une infleunce hautement
significative sur [l'activité antioxydante €0,01). De plus cette derniére est influencée
significativement par une variable de synergie (jpérature*Méthanol), et une variable

guadratique (Méthanol %*Méthanol %).

I.4. 4. L’optimisation par surface de réponse de &ctivité Antioxydante

L'interaction entre le différent facteur étudié esprésentée sous forme des surfaces de
réponse dans la figure 23.

|5 o S

Figure 23 : Surface de réponse La variation de l'activitédate vis-a-vis en fonction des
conditions d’extraction(A): temps de macération avec la concentration duanéth(B) : la

température de macération et le volume du solvant.

Selon la figure 23 (A) on observe l'activité amtgdante s’augmente avec le temps et la
concentration du méthanol jusque un maximum a 8@hi85° de méthanol. D’'une autre part
I'activité antioxydante ayant une corrélation piesitavec le volume du solvant et une autre
négative avec la température. L'équation du seategité du model quadratique polynomial,
résume les différents effets des variables indégated sur 'activité antioxydante :
Y1=88,10+1,54X-0,31% +2,57X% -1,81% -0,41XX2 -0,61X%X3-0,05X%X3+1,87X1X4 -
0,48%X4+ 0,12X%X4 -1,829%2 -2,09%° + 1,23%°-3,15X:2.

Apres résolution de I'équation on obtenues valeptsnale pour chaque variable indépendante
tableau XXV.

E
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Tableau XXV: Conditions optimales de I'extraction des PPT avéétiantioxydante

Variable Valeur critique
Température(20,40 35,13
Temps(30,120) 70,64
Rapport m/V(10,20 10,43
Méthanol %(70,100 82,82

Valeur prévue a la solution : 87,47%

111.2.5. Validation du modeéle

Pour valider le model, une extraction des polypt®ra été réalisée en utilisant les
valeurs obtenues par la résolution de I'équatiopred le teste de l'activité antioxydante on
obtenu une valeur proche de celle prévue par leemadsavoir 87,01%. Se qui confirme le bon

ajustement du model et la reproductibilité de hoysation.
IV. Discussion des résultats de I'optimisation paplan d’expérience

Dans notre étude on a optimisé I'extraction ddgpb@nols a activité antimicrobienne et
antioxydante en utilisant la méthodologie de sw@fde réponse. Le plan central composite
(CCD) a eté utilisé pour l'analyse de linfluenceé les interactions entre les variables
indépendantes. Les valeurs optimales des conditiexsraction ont été déterminées en utilisant

la régression linéaire via I'établissement d’'uneatmpn polynomiale de second degré.

Les résultats de I'analyse de la variance du métielhautement significative pour les
quatre réponses £p.01), et les valeurs de coefficient de rétentiom &€ proche a 1. Pour
chaque parameétre du model, un coefficient de adroél grand et des p-valeur petite, indique un
effet hautement significatif sur les variable derégonse Quanhong et Caili ,2005).Les
valeurs de R pour toutes les réponse indiquent une bonne etioél entre les résultats

expérimentales et ceux prédits par le mg@hglutinovic, 2015).

Les résultats de manque d’ajustement confirmest I'@nalyse par ANOVA et la
régression linéaire, indiquant le bon ajustementrdulel avec toutes les réponses. En effet la
vérification que model montre un bon ajustementdegs résultats expérimentale est nécessaire
pour éviter les résultats non fiables ou trompeurs.

L'analyse de l'influence et les interactions entegiables indépendantes, a montre que
seule la température n'a pas un effet significasive I'extraction des polyphénols. En effet les
variables de synergie dépendantes de la tempér@itirgléthanol%, et T*Temps), ayant un

effet hautement significatif.
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Selon Daneshvar et al.,2012) il est impérative de connaitre que méme avec p
>0,05 avec les variables linéaires, et a causdoilééerarchiques, dans les quellesOp05 pour
les variable d’ordre plus grandPour ce la I'effet des variable linéaire doit &omsidéré dans le

model.

D’une autre part, l'activité antibactérienne visia de Saphylococcus aureus est
influencée par les Rapport m/V et la concentraionméthanol. Pour l'activé anti-E.coli, la
concentration du solvant été le seul facteur at efifgnificatif. En général 'augmentation du
volume du solvant minimise la saturation du solvpat d’autres composés permettant la

solubilisation de plus de polyphéndRadojkovic et al., 2012)

Plusieurs étude ont été réalisées sur l'optinisatie I'extraction des polyphénols en
pérennant I'activité antioxydante comme réponsashDautre main, aucune étude n’a considéré

I'utilisation de I'activité antibactérienne commaponse.

Dans notre étude les résultats montrent que laetdration du méthanol ayant un effet
négatif sur l'activité anti-staphylococcique. It @sontré que I'amélioration de I'extraction des
polyphénols est réalisée en ajoutant de I'eau darsolvant d’extractior(Rostangoet al .,
2004). Contrairement, les meilleurs résultats de l'atéivénti-E.coli ont été trouvés avec les
moindres concentrations de I'eau, ceci peut étpticpxe per le fait que les molécules apolaire s
diffusent plus facilement a travers la paroi dearn®rnégative qui est constituée de deux
membranes phospholipidiques.

En fin l'activité antioxydante a été mesurée dlisant le radical DPPH, les résultats ont
eté influencés significativement par la températigerapport m/V et la concentration du
méthanol.

Les propriété antioxydante d'une plant sont asssciavec le pouvoir donneur

d’hydrogene des composés phénolique a un raffcaljalis et al., 2015) .

Le pouvoir de réduction du DPPH est attribué aptepriété donatrices des hydrogenes
(Liu et al., 2013), et cette méthode souvent utilisée pour évalaetivité antioxydante des

composeés nature(Sheet al.,2010)

L’augmentation de taux des polyphénols et ddil/aé antioxydante avec la température
due a laugmentation du pouvoir solvant du méthaaohaute températuréKamali et
al.,2010)Les différences dans l'activité antimicrobienn@tp&tre attribuer a la différences dans

le taux des polyphénols et les flavonoi(fesgh et al.,2007)
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La température et le paramétre majeur influengast propriétés physicochimiques du
méthanol et les composés a extraire. Et elle aguaede influence sur le taux, I'efficacité et la
sélectivité(Kraujalis et al.,2015).

L’extraction des polyphénols a partir d’'une mati@aturelle en utilisant les solvant est
une étape importante pour caractérisés les systaatagels riche en polyphénalMutlib et
Abbott, 1992).La solubilité des polyphénols est tres influengaesont structures chimique, qui
peut étre variée de petite molécule contenantsrdifits groupements fonctionnels a des grosses
molécules (tannins)Naczk et Shahidi, 2006 ; Junget al., 2000).De plus, les polyphénols
peuvent interférent avec d’'autres substances colasprotéines et les sucr@dagerman et
Butler, 1978 ; Kanget al., 2004 ; Junget al., 2000).

Prenant ca en considération une optimisation detréetion est pus que nécessaire pour
I'extraction et la sélection des composés phénebga activité biologiquedNaczk et Shahidi,
2006).

Autant qu’un outil mathématique et statistique paig, la méthodologie des surfaces de
réponse a un grand avantage par rapport aux méthotatsiques d’optimisation. Car elle permet
I'évaluation de I'effet de multiple variables etits interactions sur les réponses, avec un nombre

minimisé d’expérienced {yana-Pathirana et Shahidi, 2005).
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Conclusion

Les plantes médicinales présentent une source igadpe de substances et composes
naturels bioactifs. L’extraction des composés phéues est une étape primordiale dans I'étude

des différentes activités biologiques des plantédiamnales.

Les technique classique d’optimisation sont cowdsuientes et les résultats qui ne sont pas
toujours reproductible. Dans mes derniere annéeméhodes statistiques sont de plus en plus

utilisées vue leur rapidité, précision et I'éconerdu matériel.

L'objectif de notre travail est d’optimisd’extraction des polyphénols a activité
antimicrobienne et antioxydante en utilisant la hoéblogie de surface de réponse. Le plan
central composite (CCD) a été utilisé pour I'analge I'influence et les interactions entre les

variables indépendantes.

bY

Les résultats ont montré que le model utilisé gast@ a nos réponses (taux des
polyphénols, I'activité antibactérienne, et I'adév antioxydante). De plus l'influence et les

interactions entre les différents facteurs oneft@iées en utilisant le test ANOVA.

La représentation graphique d I'équation polynoeniabus a permis de déterminer les

niveaux optimaux pour chaque facteur.

Afin du tester la validité du modele appliqué, naagns réalisé une expérience en
respectant les valeurs données par le logiciel pbaque facteur, le résultat de cette expérience
a confirmé la validité du modéle avec un bon renel@nen polyphénols, une bonne activité

antimicrobienne et antioxydante.

Dans ce travail, 'activité antimicrobienne (rem@éte par les zones d’inhibition) a été
utilisée pour la premiere fois comme réponse ptptimisation par les plans d’expérience.

Ainsi que pour I'optimisation du rendement d’extran des polyphénols deytisus villosus.

A partir des résultats trouvés, on a montré I'eified, 'économie (temps et matériels), la
reproductibilité et la précision de la méthode defaxe de réponse pour I'optimisation de
I'extraction des polyphénols, cette derniere estvedae [l'alternative des méthodes
d’optimisation classiques. Les plans d’expériencairriie aux chercheurs le maximum

d’information avec le minimum d’expériences.

)
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ANNEXES

Annexe N °1 : Composition des milieux

Peptone g
Lactose z
Phosphate bipotassique 2 g
Eosine 04 g
Bleu de méthyléne 0.065 g
Gélose 15 g

PH 7

L’extrait de viande

Peptone g
Agar 15 g
Eau distillé 1000 ml
PH 7.4

Infusion de viande de boeuf 300 g
Hydrolysat de caséine 17.5 g
Amidon 1.5 g
Apgar 17 g

pH 74

Annexe N °2 : Produits chimiques utilisé
Solutions:

-Eau physiologique.

-Méthanol.

- Ethanol.

-L’eau distillée.

- Réactif de Folin-Ciocalteu: dilué au 1/10 aved'dau distillée.
-Solution de DPPH (0,1mM): préparée dans I'éthanol.

- Carbonate de sodium Na2 CO3 (7,5 %) : préparé teau distillée.
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-Acide ascorbique.

- Acide gallique (200 pg/ml): préparé dans l'eatilite

Annexe N °3 préparation des solutions
carbonate de sodium 7.5g de NaC@100ml d’eau distillé

solution DPPH :25mg+100ml de méthanol
solution d’acide ascorbique Introduire 16mg d’acide ascorbique+ 10ml d’éthanol
McFarland : 1g de BaCL2+100ml d’eau distillé
1ml H2SO4+100ml d'edistillé
0.5ml de BaCL2 dilué+®8al H2S04 dillué

Préparation de solution d’acide gallique 200ug+100ml d’eau distillé

Annexe N°4 : Matériel

Balance, Entonnoir en verre, papier filtre, AgitateBarrou magnétique, Papier film,
Papier WattmarNel, Flacon stérile, pipettes graduées, bain maesetubes a essai, boite de
pétri, les étuve, vortex, éprouvette, bécher, micro pigpdec Bunsen, I'anse de platine, Spatule,
ecouvillon. Micro pipette, Spectrophotometre UV-Via double faisceau, Autoclave,

Centrifugeuse.

Annexe N °5 :Absorbances des polyphénols

Tube L’absorption Tube L’absorption
1 0.081 14 0.111
2 0.570 15 0.337
3 0.206 16 0.360
4 0.728 17 0.069
5 0.237 18 0.541
6 0.146 19 0.618
7 0.490 20 0.460
8 0.460 21 0.398
9 0.241 22 0.666
10 0.732 23 0.027
11 0.136 24 0.462
12 0.831 25 0.023
13 0.490 26 0.480




ANNEXES

Annexe N °6:Piégeage du radical libre DPPH (2,2diphényl-1-piorgirazyl).

Tube L’absorption Tube L’absorption
01 0,105 14 0,049
02 0,100 15 0,069
03 0,052 16 0,059
04 0,033 17 0,049
05 0,074 18 0,055
06 0,073 19 0,048
07 0,070 20 0,059
08 0,060 21 0,046
09 0,042 22 0,063
10 0,051 23 0,049
11 0,062 24 0,055
12 0,041 25 0,063
13 0,074 26 0,054

Annexe N °7 :Les diameétres de zone d’ inhibition.

TUBE La zone d’inhibition TUBE La zone d’inhibition
E.coli Saureus E.coli Saureus

01 11mm 20mm 14 00mm 17mm
02 9mm 15mm 15 00mm 19mm
03 00mm 17mm 16 10mm 13mm
04 13mm 14mm 17 00mm 21mm
05 10mm 15mm 18 10mm 17mm
06 00mm 20mm 19 8mm 17mm
07 00mm 18mm 20 7mm 18mm
08 8mm 15mm 21 9mm 14mm
09 00mm 19mm 22 14mm 13mm
10 7mm 18mm 23 00mm 20mm
11 5mm 17mm 24 00mm 20mm
12 11mm 17mm 25 00mm 19mm
13 11mm 17mm 26 8mm 8mm

Annexe N °8: Définition APGII

La classificationAPG 1l (2003), ou classification phylogénétique, est classificatio

travaux de Angiosper ms PhylogenyGroup
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Annexe N°9 :Résultat des zones d’inhibitions

Escherichia coli
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Staphylococcus aureus
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Annexe

N°9 : Courbe
1,6 - \

étalonage.
1,4 - 0,0294x + 0,0104y =

0,9985 =%R

Absorbance a 765 nm

0 T T 1
0 50 100 150
Concentration (pug/ml)

Courbe étalonage
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