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Résumé

L’objectif de notre travail est d’optimiser 1’extraction des polyphénols et
des flavonoides a activité antioxydants a partir des feuilles de Juniperus
thurifera. L’optimisation est réalisée en utilisant le plan factoriel complet (PFC)
en prenant en considération quatre facteurs quantitatif; température, temps,
rapport solide/liquide, et rapport méthanol/eau, et un facteur qualitatif : le sexe
de I’arbre. Le taux des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu),
la teneur en flavonoides (AICIy), ainsi que le pouvoir anti-radicalaire (DPPH)
ont été évalués pour chaque extrait. Les résultats ont montré que le model est
bien ajusté avec les trois réponses (p>0,05) et R? [0.70-0,93]. L’établissement
des equations polynomiales quadratiques et les courbes de surface de réponses
nous a permis d’¢tudier I’influence de chaque facteur sur I’extraction des
polyphénols, ainsi que I’interaction entre les différents facteurs. Les résultats

trouves ont été trés proches des résultats prévus par le model.

Mots-Clés: Optimisation, Juniperus thurifera, Extraction, Plan d’expérience,

Polyphénols, Flavonoides, Activité anti-radicalaire.



Abstract:

The objective of our work is to optimize the extraction of polyphenols and
flavonoids with antioxidant activity from the leaves of Juniperus thurifera. The
optimization is carried out using the full factor design (FFD) taking into
consideration four quantitative factors; Temperature, time, solid / liquid ratio,
methanol / water ratio, and one qualitative factor: the sex of the tree. The total
polyphenol content (by the Folin-Ciocalteu method), flavonoid content (AICI3),
and anti-free radical (DPPH) were evaluated for each extract. The results
showed that the model is well adjusted with the three responses (p>0,05) and R?
[0.70-0,93]. The establishment of the quadratic polynomial equations and the
response surface curves allowed us to study the influence of each factor on the
extraction of polyphenols, as well as the interaction between the various factors.

The results obtained were very close to the results predicted by the model.

Keywords: Optimization, Juniperus thurifera, Extraction, Experimental design,

Polyphenols, Flavonoids, Anti-free radical activity.
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Introduction générale

Introduction générale

L’humanité depuis des milliers d'années, a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Dans le monde, pres de
80% de la population a recours aux plantes médicinales par manque d’accés aux médicaments
prescrits, mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité (Athamena,
2009; Benaissa, 2011).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
vegétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules

naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

Le régne végétal représente une source importante d’une immense Variété de
molécules bioactives. Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont
des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie. Parmi ces composes on retrouve, les acides phénoliques les coumarines, les

alcaloides, les tannins, les terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

L’extraction des polyphénols a partir d’une matiére naturelle en utilisant les solvants
est une étape importante pour caractériser les systemes naturels riche en polyphénols (Mutlib
et Abbott, 1992).Actuellement, il y a une demande croissante de nouvelles techniques
d’extraction permettant des temps d’extraction plus courts, une réduction de la consommation

d’énergie et de solvants organiques.

La valorisation des plantes médicinales de la flore nationale sera d’un grand apport
pour I’industric pharmaceutique algérienne et aura un impact économique certain. Notre
travail porte sur une espece dioique, Juniperus thurifera L, une des plantes médicinales,
moins fréquemment employée dans notre pays a cause de I’ignorance de sa valeur médicinale
d’une part et de la rareté de cette espece d’autre part. Il a pour objectif d’optimiser I’extraction
des polyphénols extraites a partir des feuilles de cette espéce et 1’évaluation de leurs activités
biologiques en étudiant I’influence de cinq facteurs a savoir: la température, le temps
d’extraction, le rapport méthanol/eau et le rapport solide/liquide et le sexe de la plante par la

méthode des plans d‘expérience.
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Nous présentons notre travail en 3 chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la synthese bibliographique, dans laquelle sont
mises en revue les notions indispensables a la compréhension de notre travail (les
polyphénols, leur structure, la méthode de leur extraction, description de I’espece étudiée et
les travaux antérieurs). Un deuxiéme chapitre qui va concerner le matériel et la méthodologie

adoptee.

Et enfin un troisiéme chapitre consacrée aux résultats et a leur discussion. Ce

manuscrit sera cl6turé par une conclusion.



Chapitre | : Synthése bibliographigue

I- Aspect botanique
I-1- Généralités sur la famille des Cupressacées (Cupressaceae):

Le Genévrier thuriféere (Juniperus thurifera) est un arbre ou arbuste de la famille des
Cupressacées, qui compte 135 especes réparties en 29 genres (Dorling, 2006).

Les Cupressaceae présentent trois types de feuilles ; le type cupressoide, thuyoide et
le type oxycedroide, les deux premiers ne s‘observant plus ou moins tardivement a la maturité
de l'individu, le dernier type étant une forme juvénile. Quelquefois présente chez les formes
adultes de certaines especes (Juniperus oxycedrus L., J. communis L.) (Maire, 1967).

Le type cupressoide : les feuilles sont opposées et squami formes et, dans les paires
successives, elles sont toutes semblables; les rameaux sont cylindriques ou plus ou moins
tétragones. La plupart des Cupressus ont a I'état adulte des feuilles de ce type, mais on les
trouve aussi chez certains Juniperus, comme le Juniperus sabina.

Le type thuyoide : les feuilles de la plante adulte sont encore opposées et squami
formes, mais de forme différente d'une paire a l'autre : on rencontre alternativement deux
feuilles aplaties dans le plan de leur limbe, puis deux feuilles pliées chacune suivant la
nervure médiane, celle-ci forme la tranche du rameau feuillé, qui apparait comme aplati. C'est

notamment le cas des Thuya et des Chamaecyparis.

Le type oxycedroide : les feuilles sont aciculaires et pseudo-verticillées. Des glandes
résiniferes sont fréquemment présentes a la surface ab-axiale de ces feuilles (Quezel et Santa,
1963).

I-2- Généraliteés sur les genévriers:

Le genre Juniperus L. comprend plus de 67 especes dispersées dans I'hémisphere
nord (Adams et Demeke, 1993; Adams, 2008). En Algérie, il est essentiellement présent sur
les hautes montagnes: Moyen Atlas, Haut Atlas, Aurés ou il peut apparaitre dés 1700-1800 m.
et s’éléve théoriquement au moins jusque vers 2700-2900 m. C’est lui qui forme la limite
supérieure des arbres sur le Haut Atlas sauf dans sa portion la plus occidentale ou il fait défaut

en raison du climat trop océanique (Quézel et Gast, 1998).
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Le genre Juniperus se divise en trois sections; Caryocedrus (une espéce, J. drupacea
Labill.); Oxycedrus, (9 ou 10 espéces) et Sabina (regroupe approximativement 50 espéces)
(Adams, 2008). La flore de I'Algérie compte deux sections et cing espéces; Sect. Oxycedrus
(J. communis L., J. oxycedrus L.), et la section Sabina (J. thurifera L., J.phonicea L., J.
sabina L.) (Adams et Demeke, 1993;Adams, 2008).

Le genre Juniperus est caractérisé par des cones tres particuliers, appelés «galbules»,
Comportant des écailles plus ou moins complétement soudées entre elles. Beaucoup d'especes
sont dioiques, au printemps, les pieds méles portent des petits cénes a l'aisselle des feuilles de
I'année précédente. Les trois ovules, a l'aisselle des écailles supérieures du rameau, émettent

une goutte micropylaire captant le pollen (Rameau et al., 2008).
I-3- L'espéce Juniperus thurifera L:

I-3-1- Notes taxonomiques:

L'espece Juniperus thurifera est sectionnée en deux sous espéces: Juniperus
thurifera subsp. africana (Maire) (Gauquelin et al., 1988) pour les populations Nord-
africaines et Juniperus thurifera subsp. Thurifera pour les populations européennes. Cette
derniére sous espéce est elle-méme scindée en trois chimiovariétés: thurifera pour I'Espagne
et les Pyrénées, gallica De Coincy, pour les Alpes, et corsicana (Gauquelin et al., 1988 )pour

la Corse.

Les populations Algériennes trés peu étudiées, ont le plus souvent été assimilées de
maniere péremptoire & la subsp.africana en leur appliquant ainsi sans veérification les
conclusions taxonomiques et biogéographiques s’y rapportant (Vela et Schafer, 2013).Les
études menées par Terrab et al. (2008), Véla et Schéafer. (2013), et Zeraib et al.(2014a)ont
montré la distinction de ces populations, comme intermédiaires entre subsp. Africana et subsp

thurifera.

Par conséquent Véla et Schafer. (2013); Zeraib et al. (2014a) ont proposé d'appeler la
population algérienne par Juniperus thurifera var. Aurasiaca Vela& P.Schaf, dans lerang
variétale, ce qui nous permettra de la considérer désormais comme appartenant a la partie

européenne (subsp. thurifera) ouausous ensemble marocain(subsp. Africana) (tab. 1)
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Tableau 01: La position systématique de Juniperus thurifera L., d’apreés (Mao et al., 2010)

avec des modifications (variété).

Regne Plantae

Sous- regne Pracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Division Pinophyta

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae (cupressaceae)
Sous-famille Cupressoideae

Genre Juniperus L

Section Sabina

Groupe v

Espéce Juniperusthurifera L.

Variété AurasiacaVela&P.Schaf (2013)
Nom vernaculaire Aywal, Tazenzena (Noms berbére)

I-3-2- Description morphologique de I’espéce J. thurifera:

Le genévrier thurifere (Juniperus thurifera L.) (Nom commun "berbére": Aywel,
Thazenzna), est un arbre ou arbuste dioique, de port trés variable, a feuilles en écailles et a
galbules noirs bleuatres a maturité(Nicolas, 2007) (fig.1).A 1’état juvénile, les feuilles ne sont
pas sous forme d’écailles mais de petites feuilles en alénes (formes de jeunesse), semblables a
celles du genévrier oxycedre ou commun, espéces qui appartiennent au méme genre (Badri,
2003).Les cones femelles (galbules) sont charnus, sub globuleux, de couleur noir bleuétre, et
contiennent 2 a 4 graines suivant la variété (Gauquelin et al.,1988). Les fleurs méles sont
réunies en chatons terminaux sub-globuleux d’une taille moyenne de 5 mm, situées sur des

courts ramules dressés. Leur floraison se déroule de février au mois d’avril (Badri, 2003)
(fig.2).
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Figure 02:Les fleurs males de Genévrier thurifére.

I-3-3- Répartition:

Le Genévrier thurifére est une espéece dont l'aire de répartition est limitée a la partie

occidentale du bassin méditerranéen. Présent en lItalie, en France, en Espagne, au Maroc et en

Algérie (Montes, 1999).

En Algérie, J. thuriferase rencontre dans le massif de I'Aurés, sous forme de

peuplements trés ouverts, dégradés et paraissant relictuels (Tamagoult, 1988).
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La thurifére dans les Aurés est distribuée en 3 blocs d’inégale importance: le premier
est situ¢ dans la région de T’kout, le second, dans la vallée de 1’Ouled Abdi alors que le
troisieme est localisé dans le lieu dit Tibhirine (fig. 3). Les deux autres endroits ou se situe le
Genévrier thurifere sont dominés par d’autres essences forestiéres. Il n’arrive pas a
individualiser des formations distinctes. Il s’agit de la cédraie de S’gag et de Chelia
(Beghami, 2013).

Y o N0

,\'Az_;\ T o G \K
— li; s 9 % 72_’—{/ /gg\umnyg

2 (‘ Y i \~JA(H JZIANAT 2y } {
CUEDT ) L
/:-’E : ACA /Hri\rso Je ' ; /\_>
o crl MTrug \ /—’ HtLlA) =
35200 N e /
(VAH}EE —' IL HEMOUL DU__H~~ T {
’gnl UED B,Qf T16H1RIN /wcﬁ,,em K
& A / "i{ BOUHMAT;/I\A—\, -
}
ﬂ(o o N /w%. .
MEMNAA
g ! P 7 /; / s
WSARA g/

\?\\ ;/ GHASSIRA™ A

V_V}*“
35000 N K \)ff ? l\,_,/\r\/"{/

15 30
Kilometres
,f KIMMEL 4}
w [ 3 w
o g AN \ g o
8 bS] H\t\ % = S
o © ~ ‘;( © ~

WOE

Figure 3: Répartition de J. thurifera en Algérie (Beghami, 2013).
I1- Les polyphénols:

Les metabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles: les

polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Marouf et Reynaud, 2007).

Le terme «polyphénols» est fréguemment utilisé dans le langage courant et méme dans

des articles scientifiques pour désigner I’ensemble de composés phénoliques des végétaux
(Macheix et al., 2005).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moinS un noyau benzénique
(fig. 4), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une
autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999). Ils peuvent aller de molécules
simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement polymérises, comme les

tannins. (Dai et Mumper, 2010).
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OH

Figure 04: Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

I1-1- La distribution des composés phénoliques:

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines,

tiges, feuilles, fleurs et fruits (Peronny, 2005).

Geénéralement, les composes phénoliques et les métabolites spécialisés possedent une
répartition trés inégale chez les différentes especes végétales (Innocenti et al., 2005), mais
aussi pour une méme espeéces en fonction de la variété. ces variation sont également tres forts
selon I’organe végétal (Peronny, 2005), la nature du tissu végétal (Tugwell et Branck, 1989)
et de la cellule (Wink et al., 1997;Beckman, 2000).

11-2- Classification:

Les polyphénols, sont divisés en plusieurs classes en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base (Aref et
Heded ,2015).Les trois principales et grandes catégories sont: les acides phénoliques, les
flavonoides et les tanins, ils ne se rencontrent pas dans la nature a 1’état libre mais sous forme

d’esters ou plus généralement sous forme d’hétérosides (Destaine et al., 2010).
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Tableau 02:Principales classes des composés phénoligues.(Bravo, 1998).

iﬁ:ﬂ;};? Classe Structures de base
. OH
Cs Phénols simples [ T
_\_\_\_;.-f
CoC Arides COoH
g hvdroxybenzoiques
Acides —cooH
Ce-Cs hydroxycinnamigue
COUIMATInES
(]
CesCs Maphtoqumones O‘
|
.
Ce-C2-Cs Sulbénes
Cg-C3-Cy Flavonoides ‘
(Cs-C3h Lignanes
(Cs-C2) g Lignines
(Ce-Ca-Cily Tanins condensés

I1-2-1- Les acides phénoliques:

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés

phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts: les acides hydroxybenzoiques

(C6-C1) et les acides hydroxycinnamiques (C6-C3).

a- Les acides hydroxybenzoiques (C6-C1):

Dérivés d’acide benzoique, la teneur en acides hydroxybenzoiques dans les plantes est
tres faible (Shahidi et Naczk, 2004). Substitue par un groupement carboxyle et un
groupement hydroxyle, il existe sous la forme de trois isoméres selon la position respective de

ces deux groupes de substitution (Legrand, 2015).
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acide hvdroxvbenzoique : 3 isoméres

o OH
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&
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oH
acide
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Figure 05: les formes de base des acides hydroxbenzoiques et quelques dérivés
(Legrand, 2015)

b- Les acides hydroxycinnamiques (C6-C3):

Dérivés d’acide cinnamique, Les acides hydroxycinnamiques sont les plus fréquents
(Shahidi et Naczk, 2004). Le degré d’hydroxylation du cycle benzénique et éventuelle
modification par des réactions secondaires sont des éléments importants qui conditionnent la

réactivité chimique de ces molécules. (Legrand, 2015).
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Figure6: Structures chimiques de base des acides hydroxycinnamiques et enzymes

impliquées dans leur synthése (Legrand, 2015).
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c- Coumarines:

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. Les coumarines ont fréqguemment un réle écologique ou biologique. (Macheix
et al., 2005).Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions
disponibles, la majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle. Selon la
nature des substituant sur leurs structures, On peut classer les coumarines en cing catégories :
coumarines simples, Furanocoumarines, Pyranocoumarines Dicoumarines et Tricoumarines
(tab.3) (Ford et al.,2001).

Tableau03: Principaux types de coumarines. (Macheixet al., 2005).

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
RE-  ~__ = OH OH H Aescultol
Or )
~ \\,_)/ e C=0 “I72 " =
R7” 5 OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

11-2-2- Les flavonoides:

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaaliet al., 2004 ; Malesev et
Kunti¢, 2007). Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus
(Edenharder et Griunhage, 2003).C’est le groupe le plus représentatif des composés
phénoliques. Ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques
propres. Elles sont omniprésentes dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le
thé et le vin rouge et d’autres parties de La plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Ils
sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et représentent une source

importante d’antioxydants dans notre alimentation (Agati et al., 2012).

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui

sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (Erdman et al.,

11
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2007). Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6

(Emerenciano et al., 2007).

Figure7: Structure générale des flavonoides. (Kebbab, 2014).

Les flavonoides sont subdivisés en 14 classes différentes dont 6 sont les plus
répandues et les mieux caractérisées. Ce sont les flavanones, les flavones, les flavanonols, les

flavonols, les flavanols et les isoflavones (fig. 8)(Heim et al., 2002).

12
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flavanonol

isofiavone

Figure 08: les principales classes de flavonoides.(Crozier, 2003).
11-2-3- Les tanins:

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006).1ls se rencontrent dans de
nombreux organes végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café,
cacao...) (Pouss et, 1989).

La structure des tannins est complexe, formée d'unités répétitives monomeriques qui
varient par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation. On distingue habituellement
chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins, basés sur des différences structurales: les
tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables ou tanins condensés, dits aussi :
proanthocyanidines (Ghestem, 2001). IIs sont solubles dans 1’eau et caractérisés par leur

astringence (Peronny, 2005).

13
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Tannins

HO pentagallovlelucose

Tanin condensé (5)

HO

CH
*, OH GOH
" OH

“OH

HO.

OH
procyanidine B-2

Tanin hydrolysable (6)

Figure9:structure des deux types de tanins. (Ghestem, 2001).

a-Tanins hydrolysables:

Sont des hétéro polymeéres possédant un noyau central constitué d'un polyol, il sagit

souvent d'un D-glucose; comme leur nom l'indique, ces substances s'hydrolysent facilement en

milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes (telle que la tannase), pour donner des

glucides et des acides phénoliques (Leinmuller et al., 1991).

Figure 10:Structure générale de tanins hydrolysables. (Gilbert et Norris, 1968).

14
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b- Tanins condensées:

Ce sont des composés phénoliques hétérogenes : dimeres, oligomeéres ou polymeres du
flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols (Manchado et
Cheynier, 2006). Ce sont des tanins non hydrolysables ils sont plus complexes que les tanins
galliques, ils possédent un squelette phényl-2-chromane de flavonoides (Alilou, 2012).ces
tanins sontconstitues par le mélange de produits de polymérisation oxydative de catéchines
(flavan-3-ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les qualifier encore de

taninsflavaniques(Richter, 1993).
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Figurell: Structure générale de tanins condensés. (Gilbert et Norris, 1968).
11-3 Biosynthese des composés phénoliques:

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques; la voie de 1’acide

shikimique et la voie de I’acide malonique.
11-3-1 La voie de I’acide shikimique:

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement (Akroum, 2010). C’est souvent la voie de biosynthése des
composés aromatiques, elle joue un réle critique pour controler le métabolisme de la voie de

phénylpropanoide. (Yao et al., 1995).
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11-3-2 La voie de I’acide malonique:
C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate» qui se fait par carboxylation del’acétyl-

CoA.Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase. (Akroum, 2010).

| Hydrate: de carbone | Lipides
./\. Acides gras
i ™
4 Voie des Pentoses ] | Giyoolyse | l
Y o .-*
' ™
l I l'\\ f-oxydatiom )
Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate ‘
[ .-\-\"'\-\._\_\_\_‘l’-_____-"- ___——_________+
ACIDE - . )
GALLIQUE Acide shikimyiqne f.-enf CoA
:q"l‘_-:l — —-— ?'H'I_.
Maloayl CoA
Tyrosine Phenylalanine
3 Malooyl CoA
Jmiﬂ::gﬁatns NH". "+ NH, /4
. ) lisation
\cide o ] ;
o Polyethyleétone
T -
CHALCONES
FLavoNOIDES

l

ANTHOCY ANES

|

TANMNING COMDENSES

Figures12: Représentation des voies de biosynthese des polyphénols. (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).
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I1-4 Extraction de biomolécules a partir de sources végétales:

En raison de son efficacité et de sa facilité de mise en ceuvre, I’extraction solide-
liquide est la technique la plus utilisée pour la récupération de molécules bioactives a partir de

sources végétales.
I1-4-1 Principe et mécanisme de I’extraction solide-liquide:

L’extraction solide —liquide est une opération physique de transfert de matiére entre
une phase solide, qui contient la substance a extraire et une phase liquide, le solvant
d’extraction (Leybros et Frémeaux, 1990). Suite au contact entre le solvant et le solide
hétérogene, les substances ayant une affinité pour le solvant sont solubilisées et passent de la
phase solide dans la phase liquide. Au cours de 1’extraction, leurs teneurs (fractions) dans la
phase solide diminuent et leurs concentrations dans la phase liquide augmentent. Le transfert
de matiere se réalise par diffusion moléculaire et par convection. L’extraction est un
processus non stationnaire qui s’arréte au moment ou s’établit un équilibre entre les deux
phases. Cependant si le solvant est continuellement renouvelé, la diffusion se poursuit jusqu'a

épuisement de la phase solide (Dibert, 1989).

Le choix du solvant est orienté par les caractéristiques chimiques spécifiques pour
chaque famille de métabolites secondaires, généralement les solvants les plus utilisés sont
I’é¢thanol, méthanol ou méme 1’eau pour I’extraction des composés polaires et le

dichlorométhane pour 1’extraction des composés non polaires (Wang et Weller, 2006).

Dans certains cas, la matiere végétale est prétraitée avant 1’extraction pour améliorer le
contact entre les phases. Le séchage, le broyage et le morcellement sont souvent utilisés
comme opérations de prétraitement. Parfois, des prétraitements enzymatiques sont également
utilisés pour faciliter la dissolution des molécules d’intérét dans le solvant. La rupture des
parois cellulaires sous I’action de pectinases et cellulases favorise I’extraction des

polyphénols. (Bonilla et al., 1999).

17



Chapitre | : Synthése bibliographigue

11-4-2 Parametres influengant I’extraction solide-liquide:

Temps d’extraction: Le temps de contact entre les deux phases est aussi un des parametres
trés importants & maitriser. Ce parameétre est étroitement lié¢ a la cinétique de I’extraction. La
connaissance de la cinétique permettra d’arréter 1’extraction lorsque le rendement souhaité est
atteint et de ne pas continuer 1’opération au-dela. Ainsi des économies d’énergie et de main

d’ceuvre seront réalisées.

Température: L’augmentation de la température accroit la solubilité et la diffusivité dans la
solution et réduit sa viscosité. La chaleur facilite I’extraction aussi car elle augmente la
perméabilité des parois cellulaires. Cependant cela peut provoquer une diminution de la

sélectivité de ’extraction.

Une température excessive peut provoquer une dénaturation des produits a extraire.
Des températures €levées au cours de 1’extraction ou du séchage affectent la stabilité de
certains composés phénoliques en raison de réactions impliquant des dégradations chimique et
enzymatique, ou une décomposition thermique. Larrauri et al. (1997) ont constaté que la
température est le parameétre le plus influant sur la modification des polyphénols. Les hautes
températures peuvent avoir aussi un effet bénéfique sur I’activité antioxydante (Wang et Ho,

2009; Nieiforovié et Abramovié, 2014).

Rapport solvant-solide: Le rapport solvant-solide a également un effet sur le rendement
d’extraction, lorsque le ratio entre le solvant et le solide est grand, la quantité totale de
composés extraits est plus élevée. Cependant, méme si les rendements sont plus grands dans
les cas de rapports solvant-solide importants, 1’utilisation de grandes quantités de solvant n’est
pas souhaitable car les concentrations des molécules d’intérét dans les extraits sont faibles et
plus d’énergie est nécessaire pour ¢liminer le solvant et obtenir I’extrait sec (Sparr Eskilsson

et Bjorklund, 2000).

PH d’extraction: La polarité de beaucoup de composés varie avec le pH du solvant. Par
conséquent, leur solubilité dépend aussi de 1’acidité/basicité du solvant (Sheabar et Neeman,
1988).

Taille des particules: La source est souvent préalablement découpée ou broyée pour faciliter
I’extraction. La réduction de la taille des particules augmente la surface d’échange et ainsi la

vitesse d’extraction (Bucic-Kojic et al., 2007). La diffusion interne est aussi plus rapide dans
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le cas de particules fines. Les particules trés fines sont également plus difficiles a separer de

I’extrait liquide apres la fin de I’extraction.

Agitation: L’agitation mécanique des particules dans le solvant permet leur maintien en
suspension et ’homogénéisation du milieu. Elle a un effet toujours favorable sur 1’opération
car elle permet de réduire la résistance au transfert de solutés au niveau de I’interface solide-
liquide et d’augmenter le coefficient de transfert. Si 1’agitation est trés intense et/ou
maintenue durant une longue période, elle peut favoriser des chocs entre les différentes
particules et permettre ainsi 1’éclatement de certaines cellules qui vont libérer leur contenu

cellulaire dans le milieu (Dibert et Cros, 1989; Leybros et Frémeaux, 1990).
11-5- Activités biologiques des polyphénols:

11-5-1- Activité antioxydante:

Les propriétés antioxydantes des polyphénols varient en fonction de leur structure
chimique. Les positions et degrés d’hydroxylation jouent une part importante dans ’activité
antioxydante des polyphénols.Les polyphénols porteurs d’un groupement catéchol ont un
potentiel antioxydant élevé. Ainsi, tous les flavonoides portant une hydroxylation possedent
une activité antioxydante significative. (Kabbab, 2014).

La présence de plusieurs unités de type acide phénolique peut concourir a renforcer
I’activit¢ antioxydante (Macheix et al., 2006 ).L’activit¢é antioxydant d’un composé
correspond & sa capacité a résister a ’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le -
caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi
que les composés phénoliques. En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine
naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés
antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et super oxydes (O2¢) (Cristina
Popovici et al., 2009).

11-5-2: Activité antibactérienne:

L’activité antimicrobienne des polyphénols se produisant dans les aliments végétaux et
les plantes médicinales a été largement étudiée contre un large éventail demi
croorganismes.Parmi les polyphénols, les flavan-3-ol, les flavonols,et les tanins ont recu la
plus grande attention en raison de leur Large spectre et activité antimicrobienne plus élevée en

comparaison avec d'autres polyphénols.(Daglia, 2011).
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Les polyphénols sont doués d'activité antibactérienne importante, probablement dues a
leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposeés étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes, en

effet, le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999).
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I. Matériel
1.1 Matériel végétal:

Le matériel végétal comprend la partie aérienne de I’espece Juniperus thurifera L. Var.
aurasiaca des deux sexes (male et femelle) récoltées de la région de T’kout, Wilaya de Batna
au mois de septembre 2016.

L’identification botanique a été effectuée a 1’aide de la flore locale (Quezel et Santa,
1963) et confirmée par Dr. ZERAIB Azzeddine (maitre de conférences a 1’université Abbes

Laghrour- Khenchela).

Figure 13: I'espece Juniperus thurifera L dans son milieu naturel.

Aprés séchage pendant 2 semaines, le matériel végétal a été broyé a l'aide d'un mortier
traditionnel pour obtenir une poudre grossiere, puis réduite en poudre fine a I'aide d'un moulin
a café, puis tamisée avec un tamis dont le diameétre des pores est inférieur a 0,4 mm pour

rendre la poudre plus homogene.
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1.2 Souches bactériennes:

Les souches bactériennes utilisées dans ’essai antibactérien sont: la bactérie a Gram-

Escherichia coli ATCC 25922 et la bactérie a Gram+ Staphylococcus aureus ATCC 25923.

1.3 Réactifs chimiques et instrumentations:

Réactifs: Mueller Hinton (MH) (40mg/ml), AICl3 (2%) quercitine, méthanol, radical I,I-
diphenyl -2-picryl hydrazyl radical (DPPH?"), Folincio-calteu, carbonate de sodium (Na2 CO3
a 7,5%), I’acide gallique.

Appareillage utilisé: Spectrophotometre UV-VIS a double faisceau (JENWAY 6305),
Bain Marie (MEMMERT) Etuve, Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP) et
Balance électrique (OHAUS), Boites de Pétri, Pipettes Pasteur, Micropipettes, Disques de
papier wattman N°3 (6mm de diameétre), Ecouvillons stériles, Pince stérilisée, anse de platine,

Bec Bunsen, Autoclave.
I1. Méthodes:
I1.1. Optimisation de ’extraction par plan d’expérience:

Dans notre étude le plan factoriel complet(PFC) a été utilisé pour I’optimisation de
I’extraction des polyphénols de Juniperus thurifera en utilisant cing réponses, a savoir : le
taux des polyphénols totaux (Réponse Y1), et les flavonoides (Réponse Y2), I’activité
Antioxydante en utilisant le DPPH (Réponse Y3), I’activité Anti-Escherichia coli (Réponse

Y4) et I’activité Anti-Staphylococcus aureus (Réponse Y5).

Afin d’évaluer les meilleures conditions pour 1’extraction des polyphénols de I’espece
Juniperu sthurifera, cinq facteurs ont été étudiés dont un est qualitatif: le sexe de la plante
(F/M) et quatre facteurs quantitatifs : la température (c°) (30, 70), le temps d’extraction (h) (1,
2), le rapport solvant /eau (70/30, 30/70) et le rapport solide/liquide (g/10ml) (0.5, 1). Ces
facteurs sont représentés en deux niveaux codés par -1 et +1 pour le minimum et le maximum
respectivement. On a ajouté quatre essais situés au centre du domaine d’étude pour avoir une

estimation de I’erreur expérimentale.
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Les niveaux inférieurs, de base et supérieurs des parameétres a optimiser ont été fixés
en s’inspirant des travaux antérieurs (Telli et al., 2010; Saikia et al., 2015; Kamali et al.,
2016). Le (tab 04) réunit les valeurs des variables réelles et codées des quatre variables. La

construction de la matrice des expériences nous a donné 36 essais.

Tableau 04: Valeurs des variables réelles et codées des facteurs étudiés.

Variable Code du variable |-1 +1
Sexe X1 F M
Température (C ) X2 30 70
Temps (h) X3 1 2
Méthanol/Eau X4 30 70
Solide/liquide X5 0.5 1

La poudre obtenue (1g) a été mise a macérer dans un volume (10ml, 20ml) de
méthanol (30%, 70%) sous agitation pendant (1, 2h) & différentes températures (30, 70 ¢).
L’extrait a été filtré sous vide, les solides ont été éliminés afin d’éviter les pertes pendant le
processus de filtration qui pourrait brouiller les résultats; le filtrat a été porté a un volume

initial avec le solvant d'extraction.

11-2-Dosage des phénols Totaux:

500ul de réactif de Folincio-calteu (10 fois dilué) et 1000ul d’eau sont ajoutes a 100ul
d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Aprés 2
min, 1500ul d’une solution de carbonate de sodium (20 mg/ml) sont additionnés au milieu
réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a
765nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et elle est exprimée en pg

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (ug EAG/g d’extrait) (fig. 14).
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Figure 14: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

11-3- Dosage des flavonoides:

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de trichlorure d'aluminium;
(AICI3) (Vanhaelen et al., 1980)a 1ml de chaque extrait (préparé avec des dilutions
convenables dans le méthanol ou I'eau distillée) est ajouté 1ml de la solution d'AICI3 (2%
dans le méthanol). Aprés 10 minutes d'incubation, lI'absorbance a été lue a 430 nm. La
concentration des flavonoides dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40ug/ml) (Fig. 15) et elle est exprimée en

microgramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (ug EQ/g Ms).
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R?=0,998
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Figure 15: Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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11-4 Evaluation de I’effet antioxydant:

Plusieurs méthodes ont ¢été¢ développées pour évaluer I’activité antioxydante des
végetaux par le piégeage de radicaux libres synthétiques en solution dans des solvants polaires
comme le méthanol a température ambiante. Le radical le plus fréquemment utilisé est le 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl.

L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
(Benariba et al., 2013)avec quelques modifications. La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100ml du méthanol.

Un volume de 100ul de chaque extrait est ajouté a 900 pl de la solution méthanolique du
DPPH (0,1 mM) fraichement préparée. Le contr6le négatif est préparé en mélangeant 100 pl
du méthanol avec 900ul d’une solution méthanolique de DPPH. Les tubes sont incubés
pendant 30 min a ’obscurité et a la température ambiante. La lecture des absorbances est

effectuée a 517 nm.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est exprimée

en pourcentage et donnée par la formule suivante:

AA%= (Abs517controle-Abs échantillon 517/Abs517 contrdlex 100.
I1. 5 Analyse des résultats:

Pour les trois réponses, I’influence et les interactions entre les facteurs indépendants a
savoir : le sexe (X1), la température (X2), temps de macération (X3), la concentration du
solvant (X4) et le rapport matiére végétale/volume du solvant (X5) sont étudiées. La

construction de la matrice des expériences nous a donné 36 essais.

Afin de prédire le point optimal, une fonction polynomiale de second ordre a été
¢laborée. Elle permet d’étudier la relation entre les variables indépendantes et les réponses

(teneur en PPt,teneur en flavonoides et I’activité antioxydante).

La forme générale de 1’équation polynomiale du second ordre est la suivante :

Yi= B0+ Bi Xi + X Bii Xi 2+ X Bij Xi Xj
Avec:
Yi : la réponse.

B0: la constante du modele.
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Xi, Xj: les variables indépendantes.
Bi:le coefficient linéaire.

Bij: le coefficient d’interaction.

Bii: le coefficient quadratique.

L'analyse statistique du modele est exécutée en analysant la variance (ANOVA). Cette
analyse inclue le test du Fischer (signification du modele globale), sa probabilité associée
p(F), le coefficient de corrélation R et le coefficient de détermination R? qui mesure la qualité
d’ajustement du mode¢le de régression. Pour chaque variable, les mod¢les quadratiques sont
représentés et les courbes de la surface de réponse (3D). Cette analyse est réalisée par le

logiciel JMP 7 Discovery.
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Résultats et discussion:

L’optimisation par plans d’expérience est moins couteuse et consomme moins du
temps par rapport aux méthodes classiques car plusieurs parametres sont testés simultanément
avec un nombre d’expériences minimale d’une maniére a trouver les interactions entre les
variable (Montgomery, 2001). Ils offrent une grande quantit¢ d’information a partir d’un
nombre réduit d’essais (Bag et Boyaci, 2007). Dans notre étude le plan factoriel a été utilisé

pour I’optimisation de :

- Rendement d’extraction des polyphénols totaux (Réponse Y1).
- La teneur en flavonoides (Réponse Y2).

- L’activité antioxydante (Réponse Y3).

Pour les trois réponses, I’influence et les interactions entre les facteurs indépendants a
savoir : le sexe (X1), la température (X2), temps de macération (X3), la concentration du
solvant (X4) et le rapport matiére végétale/volume du solvant (X5) sont étudiées. La

construction de la matrice des expériences nous a donné 36 essais.

Les expériences ont été réalisées aléatoirement. Les valeurs trouvées ont été
comparées avec les valeurs prévues par le model pour vérifier sa performance. L’ajustement
du model a été vérifié par le test d’ANOVA, et la linéarité les interactions entre les facteurs
indépendants a été vérifiée par la régression en utilisant la méthode des moins carrés.

L’analyse a été réalisée en utilisant le logiciel JIMP Statistical Discovery7 (USA).
I. Résultats de ’optimisation de ’extraction des polyphénols totaux (PPt):

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Les conditions expérimentales, les résultats mesurés ainsi que les valeurs prévues

(en mg Eq Ag. /g matieres seche) sont représentés dans le (tab 05).
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Tableau 5: Matrice d’expérience pour les polyphénols totaux:

Variables indépendants

Taux des polyphénols

Essali X1 X2 X3 X4 X5 Mesuré Prévu

1 F 30 1 70 0.5 18.56 16.4125

2 F 30 2 70 0.5 15.87 15.555625
3 M 70 2 30 0.5 22.17 18.947625
4 M 30 2 30 1 8 11.427625
5 M 70 1 70 1 19.28 23.93825
6 F 70 1 70 0.5 17.19 13.223125
7 M 50 15 50 0.75 19.22 17.6645

8 F 70 1 30 1 19.43 16.198125
9 F 70 1 70 1 18.78 21.5725
10 M 30 1 30 0.5 15.74 15.790125
11 M 30 2 70 1 9.46 15.54575
12 M 70 2 70 0.5 20.35 19.52575
13 F 30 2 30 0.5 16.87 15.625

14 M 70 2 70 1 194 23.257625
15 F 30 1 70 1 23 24.768125
16 M 30 1 30 1 20.96 18.52575
17 M 50 15 30 0.75 16.04 17.6645
18 F 30 1 30 1 19.87 19.4175
19 F 70 2 30 1 21.2 22.91

20 M 30 1 70 0.5 17.23 18.20075
21 M 50 15 50 0.75 19.18 17.6645
22 M 30 2 30 0.5 9.41 11.25325
23 M 70 1 70 0.5 18.45 17.645125
24 F 70 1 30 0.5 13.69 11.4125
25 M 70 2 30 1 20.6 19.11575
26 F 70 2 70 0.5 19.88 20.64

27 F 30 1 30 0.5 13.11 14.625625
28 F 30 2 70 1 19.78 21.35

29 F 70 2 30 0.5 19.01 20.685625
30 F 70 2 70 1 38.89 26.428125
31 M 70 1 30 0.5 17.54 15.21075
32 F 30 2 30 1 19.55 17.855625
33 M 30 1 70 1 23.76 24.500125
34 M 30 2 70 0.5 16.47 11.807625
35 M 50 15 50 0.75 19.26 17.6645
36 M 70 1 30 1 12.77 17.940125
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En analysant les résultats du (tab 05), il ressort que les taux des polyphénols obtenus
varient de 8 & 38,89 mg Eq Ag /g Ms. La plus faible concentration a été observée avec le sexe
male et les valeurs 30°C, 180 min, 30% et 1g/10ml pour les variables X2, X3, X4 etX5,
successivement. D’autre part, la valeur de 38,89 mg Eq Ag /g Ms a été obtenue avec le sexe
femelle et une macération a 70°C pendant 180 min, et en utilisant un rapport solide/liquide
delg/10mlet 70% du méthanol.

I. 1. L’analyse du model par ANOVA et régression linéaire:

L’analyse du model par le test ANOVA été hautement significatif (p=0.0099).D’autre
part la valeur du coefficient de détermination (R?) était de I’ordre de 0.70 montrant la bonne
concordance entre les données expérimentales et celles prévues pour toute la régression.
Autrement dit le modele de réponse a pu expliquer 70% des variations totales, et par
conséquent, il reste 30% des variations qui ne sont pas expliquées par ce modeéle. Les résultats

de 1°analyse de la variance et de la régression sont résumé dans le (tab.06).

Tableau 06 : L'analyse de la variance pour le taux PPt.

R Degré(s) de Somme des Carré moyen Rapport F
liberté carrés
Modele 15 628,24597 41,8831 3,0910
Résidus 20 271,0005 13,5500 Prob. > F
Total 35 899,24648 55.4331 0.0099
40
35
30
% 25 -
o ..
o 204 . .-
E e A e e e
15
10
s 10 15 20 25 30 35 40
TPP Prévu P=0,009% R carré=0,70
Ecart-type résidusl=3 581

Figurel6: Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le taux des
PPt.
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I. 2. L’analyse du manque d’ajustement:

Le manque d’ajustement est un parametre trés important pour la validité du model. Un
manque d’ajustement significatif montre que le model est non ajusté au phénomene étudié,
dans ce cas le changement du model et la réalisation d’une nouvelle optimisation est
nécessaire. Les résultats du manque d’ajustement du model pour [’optimisation des

polyphénols totaux sont récapitulés dans le (tab.07).

Tableau 07: L’analyse du manque d’ajustement pour le taux des PPt.

Source Degré(s) Somme des Carré moyen Rapport F
de carrés
liberté
Mangue d'ajustement 17 263,41300 15,4949 6,1265
Erreur pure 3 7,58750 2,5292 Prob. > F
Erreur totale 20 271,0005 18.0541 0,9916

Selon le (tab.07) il ressort que le manque d’ajustement est non significatif avec p>0.05
ce qui confirme les résultats de 1’analyse de la variance et que le model est bien ajusté a nos

expériences.

|.3. L’analyse de I’influence et I’interaction des facteurs:
Cette analyse est réalisée en utilisant le test ANOVA pour les facteurs étudiés. Les

résultats de I’analyse sont consignés dans le (tab.08).

A la lecture du (tab.08), il ressort que le rendement d’extraction des PPt est significativement
influencé par les variables linéaires : température, rapport solvant/eau et le sexe de la plante
(p<0.01). Les facteurs de synergie : sexe*temps, température*temps et sexe*Ms/solvant

s’averent posséder une influence significative sur ce parametre.
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Tableau 08 : Analyse de régression des résultats obtenus pour le taux des PPt.

Variable Estimation | Ecart type Rapport t Prob.>|t|
Constante 18.466 0.617328 29.91 <,0.001*
Sexe [M] -1.2015 0.617328 -1.95 0.0658
Température(30,70) 1.5934375 | 0.650721 2.45 0.0237*
Temps(1,2) 0.2359375 | 0.650721 0.36 0.7207
Solvant/eau(30,70) 1.4509375 | 0.650721 2.23 0.0374*
MS/Solvant (0.5, 1) 1.3496875 | 0.650721 2.07 0.0512
Sexe [M]*température 0.2521875 | 0.650721 0.39 0.7024
Sexe [M]*temps -1.477813 | 0.650721 -2.27 0.0343*
Température*temps 2.5371875 | 0.650721 3.90 0.0009*
Sexe [M] *solvant/eau -0.375312 | 0.650721 -0.58 0.5705
Température*solvant/eau 0.1621875 | 0.650721 0.25 0.8057
Temps* solvant/eau 0.0046875 | 0.650721 0.01 0.9943
Sexe [M] * MS/Solvant -1.545312 1 0.650721 -2.37 0.0277*
Température* MS/Solvant 0.0296875 | 0.650721 0.05 0.9641
Temps* MS/Solvant -0.296563 | 0.650721 -0.46 0.6535
solvant/eau* MS/Solvant 0.4221875 | 0.560721 0.65 0.5238

|.4. L’optimisation par surface de réponse du rendement d’extraction des PPt:

Pour comprendre l'interaction des cing variables, le modele de régression développé

peut étre représenté par les surfaces de réponse. Ces derniéres montrent l'interaction de deux
variables indépendantes quand une autre variable est fixée a zéro. La (fig.17) représente les

surfaces de réponse établies pour le rendement des PPt.

La teneur la plus élevée des PPt a été obtenue avec une température de 70 °C et un
temps d’extraction de 2h. Concernant la concentration du méthanol et la température, ces
deux variables exercent un effet positif sur le rendement des PPt, en effet, ce dernier évolue
en augmentant la proportion du méthanol et la température d’extraction (corrélation positive).
Le maximum des PPt est atteint dans un milieu d’extraction ou le méthanol fait 70% et avec
une température de 70°C. Quant au facteur rapport Mv/solvant, il semble avoir une influence
négative sur la teneur en PPt. L’augmentation de ce rapport provoque la diminution de la

concentration des PPt.
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Figure 17: Surface de réponse de I’influence des différents facteurs sur le rendement de

I’extraction des polyphénols. A: Influence de la température avec le sexe, B : Influence du
rapport solvant/ eau avec le temps d’extraction, C: Influence du sexe avec le temps, D:

Influence du rapport solide/liquide avecle rapport solvant/eau.

Généralement, la température a un effet positif sur I’extraction des composés
phénoliques apartir de sources végétales (Bucic-Kojic et al., 2007, Harbourne et al., 2009,
Spigno et al., 2007). L’augmentation de la température accroit la solubilité et la diffusivité
dans la solution et réduit sa viscosité. La chaleur facilite I’extraction aussi car elle augmente
la perméabilité des parois cellulaires. Cependant cela peut provoquer une diminution de la
sélectivité de 1’extraction.
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Les melanges extraient souvent mieux les substances ciblées que les solvants purs
(Yilmaz & Toledo 2006, Pinelo et al., 2005, Penchev et al., 2010). Les combinaisons de
solvants tels que le méthanol, 1’éthanol et 1’acétone avec 1’eau font améliorer 1’extraction des
composés phénoliques glycosylés (Chirinos et al., 2007 ; Kim et al., 2007 ; Spigno et al.,
2007 ; Tabart et al., 2007). En plus, un rapport de 70% de méthanol au minimum est
nécessaire pour inactiver les polyphénols-oxydases, des enzymes intervenant dans 1’oxydation
des polyphénols, ce qui conduit au phénomene de brunissement (Chirinos et al., 2007). Ce
rapport est utilise généralement dans [’extraction des flavonoides (catéchines ou
épicatéchines), les acides-phénols et leurs dérivés et plusieurs autres sous-groupes des
flavonoides (Al-Farsi et Lee, 2007 ; Tabart et al., 2007).

De nombreux auteurs (Nazck et Shahidi, 2004 ; Nazck et Shahidi, 2006 ; Chirinos
et al., 2007 ; Druzynska et al., 2007) ont signalé que la prolongation du temps d’extraction

accroit d’une maniére significative le pouvoir d’extraction du solvant.

Des résultats similaires sur 1’influence du temps de macération sur 1’extraction des
polyphénols ont été obtenus par plusieurs auteurs (Chirinos et al., 2007 ; Druzynska et al.,
2007 ; Silva et al., 2007).

Une équation de corrélation entre les variables et les réponses s’écrit :
q p

Y=18,466-1,20 X; +1,59 X, +0.23 X35 +1,45 X; +1,34 Xs5+0,25 X1X2-1,47 X1X35+2,53 XoX3-
0,37 X1X4+0.16 X2X4+0,0046 X3X4-1,54 X1 X5+0.02 XX5-0,29 X35X5+0,42 X4Xs.

I1. Résultats de ’optimisation de ’extraction des flavonoides:

Les conditions expérimentales, les résultats mesurés de la teneur en flavonoides ainsi

que les valeurs prévues (en pg EQ/g matiéres séche) sont représentés dans le tableau 09.

La teneur en flavonoides de nos extraits varie de 60,52 a 508,99 ug EQ/g Ms. La plus
faible concentration a été observée avec le sexe méle et les valeurs 30°C, 60 min, 30% et
0,59/10ml pour les variables, X2, X3, X4 et X5successivement. D’autre part, la valeur de
508,99 ug EQ/g Msa été obtenue avec une macération a température de 70°C et un temps de
180 min, et en utilisant un rapport solide/liquide del et 70% du méthanol. Les valeurs

mesurées sont trés proches des valeurs prévues ce qui prouve ’intérét du model.

33



Chapitre 111:

Résultats et discussion

Tableau 09: Résultats du dosage des flavonoides:

Variables indépendants

Taux des flavonoides

Essali X1 X2 X3 X4 X5 Mesuré Prévu

1 F 30 1 70 0.5 72.9 106.07375
2 F 30 2 70 0.5 157.97 158.531875
3 M 70 2 30 0.5 136.39 139.33275
4 M 30 2 30 1 210.43 195.95275
5 M 70 1 70 1 419.93 399.005875
6 F 70 1 70 0.5 185.37 161.636875
7 M 50 15 50 0.75 160.88 212.7065

8 F 70 1 30 1 150.85 101.016875
9 F 70 1 70 1 253.86 293.72375
10 M 30 1 30 0.5 60.52 111.97525
11 M 30 2 70 1 354.96 335.040875
12 M 70 2 70 0.5 152.76 205.005875
13 F 30 2 30 0.5 176.34 163.46625
14 M 70 2 70 1 494,23 465.04775
15 F 30 1 70 1 219.72 211.606875
16 M 30 1 30 1 145.76 160.943375
17 M 50 15 50 0.75 158.59 212.7065
18 F 30 1 30 1 69.25 80.01375
19 F 70 2 30 1 240.97 238.49625
20 M 30 1 70 0.5 124.89 118.533375
21 M 50 15 50 0.75 154.39 212.7065
22 M 30 2 30 0.5 82.91 96.993375
23 M 70 1 70 0.5 224.85 188.95525
24 F 70 1 30 0.5 87.49 103.45875
25 M 70 2 30 1 264.04 264.845875
26 F 70 2 70 0.5 205.17 247.12625
27 F 30 1 30 0.5 127.1 109.009375
28 F 30 2 70 1 317.98 314.05625
29 F 70 2 30 0.5 227.91 190.946875
30 F 70 2 70 1 508.99 429.204375
31 M 70 1 30 0.5 93.26 121.283375
32 F 30 2 30 1 185.96 184.461875
33 M 30 1 70 1 235.5 302.03025
34 M 30 2 70 0.5 118.96 101.55275
35 M 50 15 50 0.75 155.15 212.7065
36 M 70 1 30 1 205.73 196.80525
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I1.1. L’analyse du model par ANOVA et régression linéaire:

L’analyse du model par ANOVA a montré un effet tres hautement significatif vis-a-vis

de la réponse teneur en flavonoides (p<0.001) (tab. 10).

Tableau 10: Analyse de la variance pour la teneur en flavonoides:

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

Modele 15 380215,88 25347,7 17,1082

Résidus 20 29632,30 1481,6 Prob. > F

Total 35 409848,18 26829.3 <, 0.001

La valeur du (R?) était de I’ordre de 0,93, ce qui refléte une corrélation forte entre les

valeurs prévues et les valeurs observeées.
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Figurel8: Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues de la teneur en

flavonoides.
11.2. L’analyse du manque d’ajustement:
Les résultats d’analyse du manque d’ajustement sont résumés dans le (tab.11).

Les résultats du manque d’ajustement ont €té non significatifs (p=0,99>0,05). IIs sont

en accord avec les résultats de I’analyse par ANOVA.
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Tableau 11: Résultats du manque d’ajustement du model pour la teneur en flavonoides:

Source Degré(s) de Somme des Carré Rapport F
liberté Carrés moyen

Manque d'ajustement | 17 29604,741 1741,46 189,5491

Erreur pure 3 27,562 9,19 Prob. > F

Erreur totale 20 29632,303 1750.65 0,9999

11.3. L’analyse de I’influence et I’interaction des facteurs:

Les résultats de 1’analyse de I’influence des variables indépendantes et leur influence

de sur la teneur en flavonoides sont représentés dans le (tab12).

Tableau 12 : Analyse de régression des résultats obtenus de la teneur en flavonoides:

Variable Estimation | Ecart type Rapport t Prob.>|t|
Constante 198.47294 | 6.455263 30.75 <,0.001*
Sexe [M] -.0766438 | 6.455263 -0.12 0.9067
Température(30,70) 37.207813 | 6.804445 5.47 <,0.001*
Temps(1,2) 36.218438 | 6.804445 5.32 <,0.001*
Solvant/eau(30,70) 49.472813 | 6.804445 7.27 <,0.001*
MS/Solvant (0.5, 1) 63.855313 | 6.804445 9.38 <,0.001*
Sexe [M]*Température 3.8709375 | 6.804445 0.57 0.5758
Sexe [M]*temps -17.20344 | 6.804445 -2.53 0.0200*
Température*temps 1.8515625 | 6.804445 0.27 0.7883
Sexe [M] *solvant/eau 8.4671875 | 6.804445 1.24 0.2278
Température*solvant/eau 15.434687 | 6.804445 2.27 0.0345*
Temps* solvant/eau -0.343438 | 6.804445 -0.05 0.9602
Sexe [M] * MS/Solvant 19.647188 | 6.804445 2.89 0.0091*
Température* MS/Solvant 12.732188 | 6.804445 1.87 0.0760
Temps* MS/Solvant 18.591563 | 6.804445 2.73 0.0128*
Solvant/eau* MS/Solvant 33.788438 | 6.804445 4.97 <,0.001*

Nos résultats font ressortir que la teneur en flavonoides est trés significativement

influencé par les facteurs lineaires température, temps et rapport solvant/eau et rapport

solide/liquide avec (p<0.01).De plus, la teneur en flavonoides est influencée significativement

par les variables de synergie sexe M*Temps, Température*solvant/eau, sexe M*Ms/Solvant,

temps*Ms/Solvant, solvant/eau et Ms/Solvant.
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I1. 4. L’optimisation par surface de réponse de la teneur en flavonoides:

L’interaction entre les différents facteurs étudiés est représentée sous forme des
surfaces de réponse dans la (fig.19).
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Figurel9 : Surface de réponse de la variation de la teneur en flavonoides en fonction des
conditions d’extraction. (A): le sexe avec le temps, (B) : le rapport solvant/eau avec la

température, C: le temps d’extraction avec le rapport Ms/Solvant, D: le sexe avec le rapport
Ms/Solvant.
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La teneur en flavonoides est maximale quand la température est de 70° C et le temps
d’extraction est de 2h. De méme, le maximum de flavonoides a été enregistré dans un milieu
d’extraction contenant 70% du méthanol et ou le rapport solide/liquide est de 1g/10ml. Les
quatre variables : température de macération, temps d’extraction, proportion du méthanol
ainsi que le rapport solide/liquide influencent positivement ce parametre, autrement dit la

teneur en flavonoides évolue avec I’augmentation des valeurs de ces variables.

Il est a signaler que les variables étudiées (sexe, temps, température, composition du
solvant et la concentration du méthanol) exercent des effets tres similaires a ceux observées

pour les polyphénols totaux.
Une équation de corrélation entre les variables et les réponses s’écrit :

Y=198,47-0,76 X;+37,20 X,+36,21 X3+49,47 X4+63,85 Xs5+3,87 X1X»-17,20 X;X3+1,85
XoX3+8,46 X1 X4+15,43 XX4-0,34 X3X4+19,64 X1 X5+12,73 XXs5+18,59 X3X5+33,78 X4 Xs.

I11. Résultats de ’optimisation de I’activité anti-radicalaire (AAR):

L’activité anti-radicalaire a été mesurée en utilisant le radical DPPH. Les résultats
trouvés ont été analysés et compares avec les valeurs prévues (tab. 13).

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire sont compris entre 38% et 95%. La meilleure
activité a été enregistrée avec 1’extrait préparé a partir d’une poudre issue d’individu femelle
qui a été soumise a une macération a 30°C pendant60 min et le milieu d’extraction est fait

de70% du méthanol et ou le rapport solide/liquide est de 1/10.
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Tableau 13: Résultats de I’activité anti-radicalaire.

Variables indépendants

Taux des flavonoides

Essali X1 X2 X3 X4 X5 Mesurés Prévus
1 F 30 1 70 0.5 62 58.0625
2 F 30 2 70 0.5 73 60.125
3 M 70 2 30 0.5 88 90.0125
4 M 30 2 30 1 88 82.7625
5 M 70 1 70 1 65 71.825
6 F 70 1 70 0.5 64 76.875
7 M 50 15 50 0.75 61 68.45

8 F 70 1 30 1 94 88.375
9 F 70 1 70 1 93 95.5625
10 M 30 1 3 0.5 53 54,7625
11 M 30 2 70 1 57 54.075
12 M 70 2 70 0.5 65 69.075
13 F 30 2 30 0.5 78 68.5625
14 M 70 2 70 1 60 49.5125
15 F 30 1 70 1 95 86.875
16 M 30 1 30 1 89 83.325
17 M 50 1.5 50 0.75 66 68.45
18 F 30 1 30 1 87 84.3125
19 F 70 2 30 1 66 62.0625
20 M 30 1 70 0.5 41 43.325
21 M 50 15 50 0.75 65 68.45
22 M 30 2 30 0.5 94 89.075
23 M 70 1 70 0.5 71 56.5125
24 F 70 1 30 0.5 76 66.5625
25 M 70 2 30 1 73 73.575
26 F 70 2 70 0.5 72 71.3125
27 F 30 1 30 0.5 38 52.375
28 F 30 2 70 1 39 54.0625
29 F 70 2 30 0.5 66 75.125
30 F 70 2 70 1 60 55.125
31 M 70 1 30 0.5 71 63.325
32 F 30 2 30 1 58 65.625
33 M 30 1 70 1 71 68.7625
34 M 30 2 70 0.5 55 63.5125
35 M 50 15 50 0.75 65 68.45
36 M 70 1 30 1 71 81.7625
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[11.1. L’analyse du model par ANOVA et régression linéaire:

L’analyse du model par ANOVA a montré un effet trés hautement significatif vis-a-vis

de la réponse activité antioxydante (p<0.001) (tab. 14).

Tableau 14: Analyse de la variance pour 1’activité anti-radicalaire:

Source Degré(s) de Sommes des Carré moyen | Rapport F
liberté carreés

Modéle 15 5809,800 387,320 3,7293

Résidus 20 2077,2000 103,860 Prob. > F

Total 35 7887,000 491.18 0,0035*

La valeur du (R?) été a I’ordre de 0,74, ce qui refléte une corrélation forte entre les
valeurs prévues et les valeurs observées. Donc notre model a pu expliquer et prédire 74% de

nos résultats.
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Figure20 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues de I’activité anti-

radicalaire.
111.2. L’analyse du manque d’ajustement:

Les résultats de I’analyse du manque d’ajustement sont résumés dans le (tab.15).
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Tableau 15 : Résultats du manque d’ajustement du model pour I’activité anti-radicalaire.

Source Degré(s) de Somme des Carré Rapport F
liberté Carrés moyen

Manque d'ajustement | 17 2062,4500 121,321 24,6754

Erreur pure 3 14,7500 4,917 Prob. > F

Erreur totale 20 2077,2000 126.238 0,9981

Les résultats du manque d’ajustement ont été non significatifs (p=0,99>0,05). Ils sont

en accord avec les résultats de I’analyse par ANOVA.

I11.3. L’analyse de I’influence et ’interaction des facteurs:

Les résultats de 1’analyse de I’influence des variables indépendantes et leur influence

sur I’activité antioxydante sont représentés dans le (tab.16).

Tableau 16 : Analyse de régression des résultats obtenus anti-radicalaire:

Variable Estimation | Ecart type Rapport t Prob.>|t|
Constante 69.25625 1.709112 40.52 <,0.001*
Sexe [M] -0.80625 1.709112 -0.47 0.6422
Température(30,70) 2.40625 1.801562 1.34 0.1967
Temps(1,2) -1.53125 1.801562 -0.85 0.4054
Solvant/eau(30,70) -4.59375 1.801562 -2.55 0.0191*
MS/Solvant (0.5, 1) 3.09375 1.801562 1.72 0.1014
Sexe [M]*Température -1.40625 1.801562 -0.78 0.4442
Sexe [M]*temps 4.53125 1.801562 2.52 0.0206*
Température*temps -1.90625 1.801562 -1.06 0.3026
Sexe [M] *solvant/eau -4.28125 1.801562 -2.38 0.0276*
Température*solvant/eau 1.15625 1.801562 0.64 0.5283
Temps* solvant/eau -3.53125 1.801562 -1.96 0.0641
Sexe [M] * MS/Solvant -0.84375 1.801562 -0.47 0.6446
Température* MS/Solvant -2.53125 1.801562 -141 0.1754
Temps* MS/Solvant -8.71875 1.801562 -4.84 <,0.001*
Solvant/eau* MS/Solvant -0.78125 1.801562 -0.43 0.6692

Nos résultats font ressortir que le pouvoir anti-radicalaire est trés significativement

influencé par le facteur linéaire rapport solvant/eau (p<0.01). D’autre part I’effet du sexe, de

la température, du temps de macération et du rapport solide/liquide est non significatif. De

plus, I’activité antioxydante est influencée significativement par 1a variables de synergie sexe

M*temps et sexe M* Ms/solvant.
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I11. 4. L’optimisation par surface de réponse de ’activité anti-radicalaire

L’interaction entre les différents facteurs étudiés est représentée sous forme des

surfaces de réponse dans la (fig. 21).

pOK

Figure2l : Surface de réponse de la variation de 1’activité antioxydante en fonction des

conditions d’extraction. (A): le sexe et la température, (B) : le rapport Mv/Solvant et le temps,
C: la température de I’extraction et le rapport solide/liquide, D: le temps de I’extraction et le

rapport solide/liquide.
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Généralement la capacité antioxydante augmente avec 1’augmentation de la teneur en
polyphénols. Certains auteurs ont évoqué aussi une augmentation de la capacité antioxydante
de certains composés phénoliques lorsque leur teneur dans les extraits augmente
(Gasiorowski et al., 1997, Aehle et al., 2004).

Une température excessive peut provoquer une dénaturation des produits a extraire.
Des températures élevées au cours de 1’extraction ou du séchage affectent la stabilité de
certains composés phénoliques en raison de réactions impliquant des dégradations chimique et
enzymatique, ou une décomposition thermique. Larrauri et al., (1997) ont constaté que la

température est le parametre le plus influant sur la modification des polyphénols.

Plusieurs chercheurs (Nazck et Shahidi, 2004 ; Nazck et Shahidi, 2006 ; Chirinos et
al., 2007 ; Druzynska et al., 2007) ont attiré 1’attention a la possibilité de I’oxydation des

composés phénoliques si le temps d’extraction est long.

L’équation du second degré du model résume les différents effets des variables indépendantes

sur ’activité antioxydante :

Y=69,25-0.80 X;1+2,40 X,-1,53 X3-4,59 X4+3,09 Xs-1,40 X1X2+4,53 X1X3-1,90 XX3-4,28
X1X4+1,15 X3X4-3,53 X3X4-0,84 X1X5-2,53 X2X5-8,71 X3Xs5-0,78 X4 Xs.
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Conclusion:

Les plantes médicinales présentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs. L’extraction des composés phénoliques est une étape primordiale dans

I’étude des différentes activités biologiques des plantes médicinales.

Les technique classique d’optimisation sont couteuses, lentes et les résultats qui ne
sont pas toujours reproductible. Dans ces derniére années les méthodes statistiques sont de

plus en plus utilisées vue leur rapidité, précision et I’économie du matériel.

Ce travail de thése visait I’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols et
des flavonoides a activité antioxydante a partir des feuilles de Juniperus thuriferapar la

méthode des plans d’expérience.

L’influence et les interactions entre cing facteurs indépendants a savoir le sexe de
I’arbre, la température, le temps de macération, le rapport solide/liquide, et le rapport
méthanol/eau a été étudiée sur trois réponses: le taux des PPt, la teneur en flavonoides et

I’activité anti-radicalaire.

Les résultats ont montré que le model utilisé est ajusté a nos réponses. De plus
I’influence et les interactions entre les différents facteurs ont été étudiées en utilisant le test
ANOVA. La représentation graphique de 1’équation polynomiale nous a permis de déterminer

les niveaux optimaux pour chaque facteur.

Les résultats de la présente étude montrent que le rendement d’extraction des PPt est
significativement influencé par les variables: température, rapport solvant/eau et le sexe de la
plante. Les facteurs température, temps, rapport solvant/eau et rapport solide/liquide exercent
une influence significative sur la teneur en flavonoides. Quant au pouvoir anti-radicalaire, la
proportion du méthanol dans le milieu d’extraction semble étre le facteur le plus influant

(p<0.01).

Dans cette étude, les extraits des feuilles des individus femelles ont été les plus riches
en polyphénols, en flavonoides et par conséquent possédant le pouvoir de réduction du radical

libre DPPH le plus remarquable par rapport a ceux obtenus pour les individus méles.

Il est a signaler que si la température de 1’extraction et la prolongation du temps

d’extraction ont eu une influence positive sur 1’extraction des polyphénols et des flavonoides
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en augmentant le pouvoir d’extraction du solvant, ces deux facteurs semblent avoir un effet
inverse sur I’activité antioxydante, cela peut étre justifié par le fait que la température
excessive au cours de I’extraction affecte la stabilité de certains composés phénoliques ce qui

peut provoquer leur dénaturation, il en résulte une diminution du pouvoir anti-radicalaire.

Les effets des principaux paramétres du procédé (sexe, temps, température,
composition du solvant et la concentration du méthanol) sur la teneur en flavonoides sont trés
similaires & ceux observées pour les polyphénols totaux. Les extraits les plus riches en

polyphénols sont ceux présentant une teneur en flavonoides importante.

L’utilisation de la méthode de surface de réponse pour I’optimisation de 1’extraction
des polyphénols sa montré son efficacité, 1’économie (temps et matériels), sa reproductibilité
et sa précision. Cette derni¢re est devenue I’alternative des méthodes d’optimisation
classiques. Les plans d’expérience fournissent le maximum d’information avec le minimum

d’expériences.

D’autres parametres qui ne sont pas €tudiés dans ce travail et qui ont une influence sur
le rendement d’extraction, peuvent servir de perspectives pour optimiser au mieux 1’extraction

en vue de son utilisation a I’échelle industrielle.
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Résumé :

L’objectif de notre travail est d’optimiser I’extraction des polyphénols et des flavonoides a activité antioxydants a
partir des feuilles de Juniperus thurifera. L’optimisation est réalisée en utilisant le plan factoriel complet (PFC) en prenant
en considération quatre facteurs quantitatif ; température, temps, rapport solide/liquide, et rapport méthanol/eau, et un
facteur qualitatif : le sexe de I’arbre. Le taux des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu), la teneur en
flavonoides (AICIy), ainsi que le pouvoir anti-radicalaire (DPPH) ont été évalués pour chaque extrait. Les résultats ont
montré que le model est bien ajusté avec les trois réponses (p>0,05) et R?[0.70-0,93]. L’établissement des équations
polynomiales quadratiques et les courbes de surface de réponses nous a permis d’étudier I’influence de chaque facteur sur
I’extraction des polyphénols, ainsi que I’interaction entre les différents facteurs. Les résultats trouvés ont été trés proches

des résultats prévus par le model.

Mots-Clés: Optimisation, Juniperus thurifera, Extraction, Plan d’expérience, Polyphénols, Flavonoides,Activité anti-

radicalaire.

Abstract:

The objective of our work is to optimize the extraction of polyphenols and flavonoids with antioxidant activity from
the leaves of Juniperus thurifera. The optimization is carried out using the full factor design (FFD) taking into
consideration four quantitative factors; Temperature, time, solid / liquid ratio, methanol / water ratio, and one qualitative
factor: the sex of the tree. The total polyphenol content (by the Folin-Ciocalteu method), flavonoid content (AICI3), and
anti-free radical (DPPH) were evaluated for each extract. Les résultats ont montré que le model est bien ajusté avec les
trois réponses (p>0,05) and R® [0.70-0,93]. The establishment of the quadratic polynomial equations and the response
surface curves allowed us to study the influence of each factor on the extraction of polyphenols, as well as the interaction

between the various factors. The results obtained were very close to the results predicted by the model.

Keywords: Optimization, Juniperus thurifera, Extraction, Experimental design, Polyphenols, Flavonoids, Anti-free

radical activity.
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