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Introduction

Le nouvel intérét des populations pour les bienfaits des extraits naturels sur la santé a incité les
chercheurs a analyser les ressources naturelles pour déterminer leurs composants phénoliques

totaux et leurs activités antioxydantes et anti-inflammatoires.

Dans le regne végétal, plusieurs especes contiennent une grande variété de ces polyphénols.
Des méthodes d'extraction conventionnelles sont utilisées a de nombreuses fins, notamment
pour l'extraction de ces composés actifs. Cependant, l'utilisation de ces techniques nécessite des
durées d’extractions plus longues, une consommation des solvant plus importante, et des
extractions a des températures €levés, provoquant ainsi une perte de temps, de solvant et une

dégradation des composants naturels thermosensibles.

En revanche, les extractions par ultrasons présentent de nombreux avantages, notamment une
meilleure reproductibilité, une altération moindre de l'extraction, la possibilité d'ajuster la

température d'extraction et un temps d'extraction plus court.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1I’optimisation de I’extraction des polyphénols
contenus dans les racines Carthamus caeruleus L. Cette plante originaire des pays
méditerranéens, et dont I’usage en médecine traditionnelle est trés répondu notamment dans le

traitement des brulures et les inflammations cutanées.

Pour réaliser a bien notre étude, nous I’avons organisé en deux partie, la premicre partie,
théorique, a été subdivisée en 4 chapitres : Le premier a été consacré aux caractéristiques
morphologiques, pharmacologiques et a la composition chimique de la plante Carthamus
caeruleus L. Dans le second chapitre, on a exposé les types de polyphénols qu’on peut
rencontrer dans le régne végétal mais aussi leurs propriétés physico-chimiques et leurs intéréts
thérapeutiques. Pour ce qui est du troisiéme chapitre, il a été sujet sur les principes des méthodes
d’extraction des composés polyphénoliques, et enfin le dernier chapitre de la partie théorique a
¢té consacré pour la méthodologie du plan expérimental ot on a introduit les termes utilisés, les

méthodes qui existe et son intérét.

Pour ce qui de la partie pratique, il y a deux chapitres, dans le premier, on a introduit les
matériels et les méthodes utilisées pour 1’extraction des polyphénols. Dans le deuxiéme, on a

traité et analysé les données obtenues apres réalisation des expériences.
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Objectifs de I’étude

Notre travail consiste a extraire les polyphénols contenus dans les racines Carthamus caeruleus
L, connu pour ces propriétés thérapeutiques ; pour cela nous nous somme basé sur 1’extraction
liquide-solide qui nous permettra de séparer plusieurs constituants contenus dans la phase

solide.

Notre intérét se portera sur I’optimisation de ce précédé par I’'usage des plans d’expériences qui
sont des approches mathématiques, ayant pour but de réduire le nombre d’essais. Cette
approche peut se résumer par une variation des facteurs préalablement choisie afin de trouver

un optimum qui fournit un rendement d’extraction maximum.
Dans ce travail, plusieurs compétences ont été acquises. On a pu :

. Faire connaissance et maitriser la verrerie de laboratoire tout en respectant les bonnes
pratiques de laboratoire ;

o Faire connaissance des appareils de mesure tel que le spectrophotometre ;

. Analyser les données expérimentales obtenu avec le logiciel JMP®14 pro ;

. Maitriser le protocole d’extraction des polyphénols dans le sonicateur et leurs dosages

par la méthode Folin-Ciocalteu.
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PARTIE THEORIQUE Chapitre I : Carthamus caeruleus L.

1. Classification phylogénique

La cardoncelle bleue est une plante connue sous le nom latin Carthamus caeruleus L. Le genre
Carthamus comprend environ 40 espéces méditerranéennes et asiatiques [1]. Il regroupe des
plantes angiospermes dicotylédones appartenant a I’ordre des Asterales et la famille des
Astéracées (Asteraceae) [2]. Le mot générique de la plante découle du mot arabe Kurthum,

signifiant « teinture » (Kartam) [3].

Figure 01 : Quelques espéeces de Carthamus : A = Carthamus creticus L. ; B = Carthamus

tinctorius L. ; C = Carthamus caeruleus L ; D = Carthamus leucocaulos L [4-T]

2. Noms communs de la Cardoncelle bleue

11 existe plusieurs noms vernaculaires de Carthamus caeruleus L :
Arabe : Merghes Ghers, Kendjar [3]

Berbére : Taga lekhla, Amersgus.

Frangais : Cardoncelle bleue.

3. Répartition géographique et floraison

Son aire de répartition est trés étendue a travers les régions cotiéres méditerranéennes ; les
populations sont plus denses dans la péninsule Ibérique (Espagne et Portugal) et aussi en

Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie) , ainsi que dans le nord de la Libye et l'ouest du

Liban, passant par le sud de la Turquie et de la Grece [8].
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En Algérie, la cardoncelle bleu pousse principalement dans les régions du Tell : Bejaia, Tizi-
Ouzou, Boumerdes, Sidi bel-abbés et Bouira, ainsi que dans les hauts plateaux de Sétif et dans
certains paturages pierreux des montagne arides [9]. Pour ce qui est de la floraison, elle s’étale

de Avril a Juillet [3].

4. Description et identification botanique

La cardoncelle bleue est une plante annuelle ou bisannuelle, de 40-100 cm ou plus, odorante,

pubescente-aranéeuse (Couvert de poils fins et courts) (Figure 2 : photo A) [9].

Son Rhizome est composé d’une racine principale qui évolue horizontalement et des racines

secondaires, elles sortent de la racine principale et évoluent verticalement (Figure 2 : Photos D)

[9].
La tige est dressée, rameuse (qui se divise) au sommet et a rameaux étalés [9].

Les feuilles sont coriaces, épineuses sur les bords, fortement nerviées (nerfs visibles);
"radicales"(zone assurant la transition entre la tige et les racine) en rosette( feuilles étalées en
cercle a partir du collet de la plante), grandes (15-30 cm), pétiolées(connectées a la tige grace
aux pétioles), entieres ou (le plus souvent), pennatipartites ; les "supérieures" sessiles
(directement attaché a la tige), ovales-lancéolées, fortement dentées-épineuses (Figure 2 :

Photos C) [9].

Capitules (toute la fleur) plus petits (1.5-2 cm de large sur 2 cm de long), disposés en corymbe
ovoide, solitaires au sommet de la tige et des rameaux, aranéeux. Les fleurs sont tubuleuses,
¢gales, toutes hermaphrodites (porte a la fois les organes males (étamines) et femelles (pistil)).
Pour ce qui est de la corolles (ensemble de pétales), elle est de couleur bleue (Figure 2: Photos

B) [9].

Les bractées proprement dites sont inermes (sans aiguillons ni épines), simplement acuminées

(terminaison pointue) [9].

Involucre (ensemble de bractées ; feuilles au-dessous de la fleur) a bractées imbriquées sur
plusieurs rangs, acuminées (terminaison pointue) et inermes (sans aiguillons ni épines), ou les
intérieures comportant un appendice fimbrié ou entier et les extérieurs pectinées-ciliées (en

forme de peigne). Il est complété par un involucre supplémentaire constitu¢ par des bractées
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¢talées, acuminées, foliacées (aspect d'une feuille), trés épineuses et vulnérantes (qui blesse)

(Figure 2 : Photos B) [9].
Le réceptacle est plan, trés paléacé (consistance paille) [9].

Les akeénes sont luisants, les périphériques chauves et les intérieurs a longue aigrette (touffe de
poils sur les grains) nulle ou constituée par des paillettes ou des soies non plumeuses , simple
ou double dont les soies internes sont bien plus courtes que les externes et conniventes (Figure

2 : Photos E) [9].

Figure 02 : Structure et morphologie de Carthamus caeruleus L [10]

5. Récolte et conservation

Apres la récolte des racines et du rhizome de Carthamus caeruleus L, ils sont lavés, épluchés,
puis découpés en petits morceaux. La technique la plus rentable pour obtenir une meilleure
conservation de cette drogue est le séchage a l'air libre pendant plusieurs jours, jusqu'a

l'obtention d'un poids sec constant [11-12].

Cette technique permet de récolter une grande quantité de la drogue tout en conservant les
caractéristiques organoleptiques pour la préparation semi solide. Par contre la drogue fraiche se
conserve uniquement une semaine a 4°C, car au-dela de ce délai, des signes de détériorations

apparaissent [13].
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6. Utilisation en médecine traditionnelle

L'utilisation de Carthamus caeruleus L est répandue en Algérie (les régions cotieres
méditerranéennes et les hauts plateaux), les études ethnobotaniques sur cette espéce montrent
que la majorit¢é de la population locale (74.98%) utilisent les racines pour leurs effets
cicatrisants dans le cas des brllures cutanées mais aussi pour soulager les inflammations
articulaires. Les préparations traditionnelles se présente généralement sous forme de créme

(Figure 03) [14].

Pour préparer la créme, les rhizomes sont nettoyés, épluchés, coupés en petits morceaux et
ensuite bouillis dans de I’eau ou du lait. Apres avoir refroidis, on filtre le tous, ce qui nous
donnera une créme qui est préte pour 1’utilisation. Des résultats spectaculaires ont été observés

chez des personnes traités par cette derniere [14].

Figure 03 : Créme issue de rhizome de Carthamus caeruleus L [14]

7. Propriétés pharmacologiques

En corrélation avec leur usage traditionnel, deux études ont été menées afin de confirmer les
effets pharmacologiques de Carthamus caeruleus L. La premicre a démontré une forte activité

antioxydante [15]. La seconde s’est focalisée sur 1’activité anti microbienne [16].

7.1. Propriété antioxydante

La richesse du rhizome de Carthamus caeruleus L en composés polyphénoliques lui confére
une activité antioxydante trés importante. L’analyse de 1’activité antioxydante faite sur I’extrait
polyphénolique de ce rhizome a montré un pouvoir réducteur élevé supérieur a celui exercé par
I’antioxydant de référence, 1’acide ascorbique, ainsi une activité¢ anti-radicalaire importante
représentée par une IC50 (concentration inhibitrice médiane) relativement similaire a celle de

I’acide ascorbique [17].
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7.2. Activité anti-inflammatoire

L’extrait des racines de Carthamus caeruleus L provoque une inhibition d’un cedéme consécutif
de Dinfiltration des cellules inflammatoires et d’une sécrétion importante de médiateurs

inflammatoires, cela est expliqué par sa richesse en flavonoides [17].

Les flavonoides posseédent des propriétés anti-inflammatoires qui leur permettent de moduler le
fonctionnement du systeme immunitaire. Ils sont capables de diminuer la libération d’histamine
des polynucléaires basophiles et des mastocytes, donc I’intensité de la réaction inflammatoire

[17].

7.3. Activité antimicrobienne

Le nombre de pathogenes résistants aux antibiotiques augmente sans cesse depuis quelques
années. La découverte de nouveaux agents antimicrobiens se trouve la solution pour combattre
ce probléeme. De ce fait, plusieurs scientifiques a la recherche de nouveaux agents commencent

a porter une attention particuliére aux végétaux [17].

L’¢étude de I’activité antimicrobienne de la plante Carthamus caeruleus L a fait ressortir un
pouvoir inhibiteur important sur les germes multi-résistants responsables des maladies

infectieuses [17].

7.4. Activité cicatrisante

Le pouvoir cicatrisant des plantes médicinales est expliqué par leurs compositions en substances
phénoliques qui possedent des capacités antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes,
ainsi qu’un niveau ¢levé de stérols végétaux. Le genre Carthamus est connu par sa richesse en

stérols végétaux et en composants phénoliques [17].

Le test d’évaluation de I’activité cicatrisante a permis de mettre en évidence le potentiel

cicatrisant de la créme des racines de Carthamus caeruleus L sur le modéle animal [17].

8. Composition chimique

Le screening photochimique de rhizome de la plante a fait ressortir une richesse en polyphénols

(flavonoides, tanins, anthraquinones...), coumarines et quinones [12].

Les polyphénols constituent donc un groupe important de substances naturelles largement

répandues dans le régne végétal. Les scientifiques ont identifié plus de 8000 types de molécules,
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allant de molécule simple a des composés hautement complexes. Leur accumulation dans les
plantes, varie quantitativement et qualitativement non seulement dans les différentes parties de

la plante, mais aussi d’une espéce végétale a une autre [18].

Tableau I : Résultats des analyses des composés bioactives identifiés dans 1’extrait
méthanolique de Carthamus caeruleus L par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectroscopie de masse (CG/SM) [12]

Peak Retention time Area (%) Name of compounds

1 49 0.61 Furfural

2 12.86 224 2 3-dihydro-3, 5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one
3 13.63 056 7-octenoic acid

4 15.07 916 5-HMF

5 20.62 042 1-pentadecene

B 228 254 Garyophyliene oxide

F 23.76 1.64 Caryophylla-3(15),7(14)-dien-6-ol

8 2403 112 13-tetradece-11-yn-1-ol

9 2413 894 8-methylene-3-oxatricyclo[5.2.0.0(2 4)nonane

10 2417 097 E.,Z-2.13-octadecadien-1-ol

11 2458 1.01 1-octadecene

12 2593 0.44 Tetradecanoic acid

13 287 1.41 Methyl isohexadecanoate

14 2935 1288 n-hexadecanoic acid (palmitic acid)

15 3141 09 9,12-octadecadienoic acid, methylester, (E, E)-

16 32.08 2 9,12-octadecadienoic acid (Z, Z)-

i 3217 1.38 Octadec-9-enoic acid

18 32.51 1.65 2-gthylhexyl trans-4-methoxycinnamate

19 37.44 424 Hexadecanoicacid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethyl ester
20 37 66 1275 1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono (2 ethylhexyl) ester or MEHP
21 44.02 2.18 Gamma-sitosterol

MEHP=Mono (2-ethylhexyl) phthalate, 5-HMF=5-hydroxymethyl, 2-furancarboxaldehyde
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1. Présentation générale sur les polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le régne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés
sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui
varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont ét¢ identifiées [19], allant de
simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées
comme les tanins [20]. Ils sont synthétisés par I’ensemble des végétaux et ils participent aux
réactions de défense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose)
ou abiotiques (lumicre, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence,

ardbme, amertume) [21].

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement li¢ au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther,
ester, hétéroside [22]. Les composés sont commodément classés selon le nombre d’atomes de
carbone dans le squelette de base, Ils sont communément subdivisés en acides phénoliques
(dérivés de D’acide benzoique ou dérivés de 1’acide cinnamique), coumarines, stilbénes,

flavonoides, lignanes, lignines, tanins [23].

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve
chez les plantes médicinales. Chez I'homme, les polyphénols pourraient permettre de prévenir
de nombreuses pathologies comme le cancer [24], les maladies dégénératives et cardio-
vasculaires [25]. Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riches en
composés phénoliques constitue désormais une des principales recommandations en santé
publique. Parmi les antioxydants végétaux, les composés phénoliques apparaissent parmi les

plus efficaces quant a leurs effets protecteurs dans I’organisme [26].
2. Classification des polyphénols

2.1. Flavonoides
Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols [27]. Leur squelette chimique

commun posséde 15 atomes de carbones (figure 04), constitué¢ de deux noyaux benzéniques A
et B reliés par un cycle pyranique central C. Ils différent les uns des autres par la position des

substitutions sur les noyaux A et B, et la nature de C [22].

Les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les plus importantes sont :
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e Flavonols : les flavonols sont les constituants flavoniques les plus abondants des
aliments, ils possédent un trés fort pouvoir antioxydant en raison de leur structure
chimique favorable a piéger des radicaux libres [28] ;

e Flavones : les flavones sont abondants chez les plantes supérieures. Ils ont des activités
antimicrobiennes et antivirales [29] ;

e Flavanones : les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais ne
possédent pas d’insaturation au niveau de [’hétérocycle. Les flavanones sont
fréquemment rencontrés chez les Myrtacées [30] ;

e Isoflavones : les produits dérivés du soja sont la principale source d’isoflavones dans
I’alimentation, on les rencontre aussi dans les 1égumineuses [31] ;

e Flavanol : les flavanols existent sous forme de monomeres : 1’unité la plus simple est la
catéchine, ou polymérique appelés pro anthocyanidines [18] ;

e Anthocyanes : les anthocyanes sont des pigments naturels qui donnent les couleurs a de
nombreuses plantes, ils possédent une propriété trés importante qui réside dans leur

aptitude antioxydante [32].

Figure 04 : Structure de base des flavonoides [33]

2.2. Acides phénoliques

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

séparent en deux grands groupes distincts qui sont :

Les acides hydroxy-benzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide cinnamique, ’acide

salicylique, 1’acide gallique et I’acide vanillique [33].

Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont 1’acide p-coumarique, 1’acide

caféique et I’acide férulique [33].
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2.3. Tanins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles, ayant la propriété de
précipiter la gélatine et d'autres protéines et de se colorer par les sels ferriques. Sur le plan
chimique, ils sont classés en deux catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés,

qui different par leur structure chimique et leur origine biogénétique [34].

2.4. Stilbenes

Ces composés sont en tres petite quantité dans notre alimentation. Le plus connu d’entre eux
est le resvératrol, qui a été largement étudié pour ses propriétés anticancéreuses mises en

¢vidence lors de I’étude des activités biologiques de plantes médicinales [35].

2.5. Lignines

Les lignines sont des polymeéres, considérés comme principaux composants du bois avec la
cellulose et I'hémicellulose, leurs principales fonctions sont d'apportées une rigidité, une

imperméabilité a l'eau et une grande résistance a la décomposition [36].
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Tableau II : Principales classes de composés phénoliques [33]

Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemple)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Cs-Ci Acide P-hydroxybenzoique | Epices, fraise
hydroxybenzoiqe
Ce-Cs3 Acides Acide caféique Pomme de terre,
hydroxycinnamiques
Scopolétine pomme, citrus
Co-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-Ca-Co Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-Cs Flavonoides Quercétine, Fruits, légumes,
- Flavonols cyanidine, fleurs
- Anthocyanes Catéchine Fruit rouge
- Flavanols Naringénine Pomme, raisin
- Flavanones daidzéine Citrus
Isoflavonoides soja, pois
(Ce-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyaux des
Fruits
(Ci5)n Tanins Raisin rouge, kaki

3. Propriétés physico-chimiques des polyphénols

Sur la base d'innombrable littérature, les polyphénols présentent une large gamme de propriétés

[37].

3.1. Absorption de la lumiére ultraviolette

Tous les composés phénoliques présentent une absorption intense dans la région UV du spectre,

et certains composés colorés absorbent également dans le visible. Chaque classe de composés

phénoliques a des caractéristiques d'absorption distinctes. Par exemple, les phénols et les acides
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phénoliques présentent un maximum d’absorbance compris entre 250 et 290 nm ; les flavones
et les flavonols présentent des bandes d'absorption d'approximativement la méme intensité a
environ 250 et 350 nm ; les anthocyanes et les bétacyanines présentent une absorption assez
similaire dans la région visible (475-560 nm et 535-545 nm, respectivement) et un pic

subsidiaire a environ 270-275 nm [37].

3.2. Propriétés réductrices

Sont di aux réactions de transfert de proton et/ou d’¢électron avec conversion d’un radical réactif

en radical aryloxyl stabilisé [38].

3.3. Acidité

Les composés phénoliques sont, en général, des acides faibles. Comparable au groupement
hydroxyle des alcools aliphatiques non substitués, cependant, le groupe OH phénolique est plus
acide. La raison en est que I'anion formé apres avoir extrait le proton du groupe hydroxyle est

relativement stable en raison de 1'existence de plusieurs structures mésomeres [38].

Par conséquent, le phénol est un acide faible, avec une valeur de pKa de 10. Cela place le phénol

entre les acides carboxyliques (pKa = 4-5) et les alcools aliphatiques (pKa = 16-19) [38].

Le pKa est important car il affecte la maniére dont certains composés phénoliques sont extraits.
Si l'on considére un mélange de phénols allant des acides faibles aux acides forts, 1'ajout de
carbonate de sodium (Na2COs3) ou de bicarbonate de sodium (NaHCO3) au mélange permettra
la séparation de ces phénols. La base faible capte le proton des acides forts ou des phénols plus

acides. Il en résulte la formation de sels phénolates solubles dans 1'eau [38].

Les phénols les moins acides ne sont pas neutralisés ou ne perdent pas de proton, ont tendance
a rester sous forme de « phénols libres » et ne seront pas aussi solubles dans 1'eau. Ces composés

peuvent ensuite étre extraits avec des solvants organiques [38].

4. Toxicité des polyphénols

La majore partie des intoxications aux polyphénols est généralement dii aux tanins et plus
précisément aux tanins condensé, car ils sont plus rependus dans I’alimentation humains par

rapport aux tannin hydrolysable [39].

Les symptomes de ces intoxications sont divers et leurs intensités varies selon la voix

d’absorption, On peut citer :
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Une diminution des apports alimentaires ;
Une inhibition des enzymes digestives ;
Une augmentation de I’élimination des protéines endogenes ;

Une anomalie fonctionnelle du tractus digestive ;

AN N NN

Une toxicité des tanins absorbés ou de leurs métabolites.
5. Biodisponibilité des polyphénols :

La majorité des polyphénols sont caractérisés par leurs faibles stabilités surtout dans le milieu
biologique ce qui peut expliquer leurs faibles toxicités (sauf dans les cas des pathologies
intestinales ou syndromes métaboliques) [40], sans oublier que leurs faibles compositions en
lipide diminuent fortement leurs passages transmembranaires et par conséquence leurs

capacités a atteindre la circulation générale [41].

De plus, une fois ingérés, la majorit¢ d’entre eux sont métabolisés dans l'intestin gréle en
subissant une méthylation puis ils seront modifiés dans le foie par des réactions de

glucuronidation et de sulfatation [42].

6. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants trés
puissants. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps. Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols
de réguler les radicaux libres. Ce principe a été¢ utilis¢é dans la fabrication de plusieurs
médicaments, comme le Daflon (produit a base de diosmine qui est lui-méme de la famille des

flavones) [43].

Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la santé, nous pouvons citer les

suivants :
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Activité anticancéreuse

Prévention contre les maladies cardiovasculaires.
Prévention contre les maladies hormono-dépendantes.
Prévention contre les maladies neurodégénératives.

Activité anti inflammatoire.

AN N N NN

Activité antimicrobienne.

7. Dosage des polyphénols

Différents types de méthodes sont utilis€és pour analyser la teneur en composés phénoliques,
comme la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), 1'électroséparation
et surtout les méthodes optiques. L'une des méthodes les plus utilisées et les plus simples pour
la détermination des polyphénols totaux est la méthode spectrophotométrique utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Son principe est basé sur I'oxydation des composés phénoliques
en milieu alcalin avec le molybdene et le phosphate de tungsténe pour former un complexe de
couleur bleue. L'intensité de la couleur bleue est mesurée par spectrophotométrie a la longueur

d'onde de 760 nm [44].
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1. Historique des extractions a travers I’age

Depuis I’antiquité, ’homme a utilisé certaines techniques d’extraction pour séparer des especes
chimiques naturelles présentent dans des végétaux ou des organes d’animaux, parmi ces
méthodes on trouve la macération, qu’est utilisée pour produire un bouillie qui peut étre séparée

physiquement en fractions solides et liquides [45].

Apres le 19éme siecle, de nouvelle technique d’extraction plus performantes ont été
développées tel que :I’extraction par dioxyde de carbone supercritique 1’hydrodistillation et

I’extraction par les ultrasons [45].

2. Types de méthodes

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilités des composés d’un mélange
dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide
supercritique. Il existe deux types de techniques: les conventionnelles (utilisées depuis
longtemps) et les nouvelles (développées plus récemment) [46]. Parmi les techniques
conventionnelles, on trouve ’entrainement a la vapeur (hydrodistillation), 1’extraction par
Soxhlet, I’extraction en mode batch et 1’extraction assistée par sonication. Pour les techniques
nouvelles, on peut citer I’extraction assistée par microondes, 1’extraction accélérée par solvants
(ASE) et I’extraction avec des fluides supercritiques. Il existe ¢galement d’autres techniques,

moins répandues, comme 1’extraction solide-liquide a moyenne pression (MSLE) [47].

3. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de séparation qui consiste a extraire un composant
d’une phase solide vers une phase liquide, soit par simple dissolution, soit par I’intermédiaire

d’une réaction chimique [48].

Pour effectuer cette opération, le solide dispersé est généralement mis en suspension au sein du
liquide dans des cuves mécaniquement agitées, mais on peut avoir recours a d’autres procédés

de mise en suspension du solide [48].
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3.1. Techniques conventionnelles

3.1.1. Extraction par I’appareil de Soxhlet

L’appareil de Soxhlet est constitué de plusieurs entités : ballon a fond rond, tube de siphon,
chemin de distillation, adaptateur d'expansion, condenseur, entrée et sortie d'eau de

refroidissement, source de chaleur et un dé a coudre [49].

Dans cette méthode d’extraction, I'échantillon en poudre est enfermé dans un sac poreux ou "dé
a coudre". Le solvant d’extraction est prélevé dans le ballon a fond rond et chauffé en utilisant
une source de chaleur comme un manteau de chauffage. En raison de la chaleur, le solvant
contenu dans le ballon de fond s'évapore dans le condenseur et s'égoutte sur le dé a coudre de

'échantillon [49].

L’avantage de I’extraction Soxhlet est que 1’échantillon entre rapidement en contact avec une
portion fraiche de solvant, ce qui aide a déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant. Cette

méthode ne nécessite pas de filtration apres extraction [55].

01 | Agitateur magnétique

10 02 Ballon a col rodé
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Ju| 03 | Retour de distillation (tube d'adduction)

04 | Corpsen verre
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==
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06 | Haut dusiphon

=
7 07 | Sortie du siphon
_g 08 | Adaptateur d'expansion

09 Condenseur

’ M 10 | Sortie de I'eau de refroidissement

2 @ 11 Entrée de I'eau de refroidissement

Figure 05 : Représentation schématique d’un extracteur de Soxhlet [50]
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3.2. Techniques nouvelles (non-conventionnelles)

3.2.1. Extraction assistée par microondes

C'est une méthode récente qui combine I'utilisation de micro-ondes (300 MHz a 800 GHz) a la
méthode conventionnelle d’extraction par solvant [50]. L’énergie délivrée dans le milieu est
absorbée et est convertie en énergie thermique (100 — 150 °C) [51]. Les micro-ondes
augmentent donc la température du solvant et de la plante, ce qui augmentera les cinétiques
d’extraction [52]. Cette méthode offre des avantages, tels que I’augmentation de la pureté des

extraits, la réduction des cofits et du temps d’opération [53].

Cependant, elle présente certains inconvénients comme l'augmentation de maniere significative

de la température de la cellule, ce qui peut détruire certaines molécules thermolabiles [56-57].

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction |

Micro-Ondes ———

Figure 07 : Schéma d'extraction par

extractions assistées par micro-ondes [56] solvant assistée par micro-ondes [56]

3.2.2. Extraction accélérée par solvants

11 s'agit d'une technique d’extraction rapide, entiérement automatisée, des composés organiques
a partir des matrices solides et semi-solides. Cette technique utilise des solvants courants a des
températures supérieures au point d’ébullition et des pressions ¢élevées pour augmenter
l'efficacité de I’extraction. Les avantages de la méthode comprennent la réduction spectaculaire
des solvants, la large gamme d'applications et la manipulation des matrices acides et alcalines

[57].
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Figure 08 : Extracteur par solvant (Dionex) [58]

3.2.3. Extractions par ultrasons

La technologie des bains a ultrasons est basée sur des ondes mécaniques a une fréquence
supérieure au seuil de I'audition humaine (>16 kHz). Ces ondes se propagent soit dans la masse
d'un matériau soit sur sa surface a une vitesse caractéristique de la nature de 1'onde et du
matériau dans lequel elle se propage [59—62]. Les effets des ultrasons sur les systémes liquides
sont principalement liés au phénomeéne de cavitation. Les ultrasons sont propagés par
l'intermédiaire d'une série d'ondes de compression et de raréfaction induites sur les molécules

du milieu traversé [63].

A une puissance suffisamment élevée, le cycle de raréfaction peut dépasser les forces
d'attraction des molécules du liquide et la cavité peut se former a partir des noyaux de gaz
existant dans le fluide. Ces bulles, réparties dans tout le liquide, croissent au cours de quelques
cycles jusqu'a atteindre une taille critique et deviennent instables et s'effondrent
violemment[63-66-67]. L’implosion des bulles de cavitation provoquent des impacts de micro-
jets et des dommages induits par 1'onde de choc sur la paroi cellulaire de la plante libérant ainsi

son contenu dans le solvant [66].

De plus, cette implosion conduit a des accumulations d'énergie dans des points chauds qui
produisent, a leur tour, des ondes d'énergie de cisaillement tres €levées et des turbulences dans

la zone de cavitation [67].

Un autre phénomene résultant de la variation de la taille des bulles et de I'effondrement ultérieur
est le développement de micro-courants, associés a des gradients de vitesse ¢levés et a des

contraintes de cisaillement qui modifient les caractéristiques du milieu [68]. Un autre effet
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important, est que les molécules d'eau peuvent étre brisées en générant des radicaux libres tres

réactifs (H,O => H + °OH) qui peuvent réagir avec d'autres molécules [69].

Ce large éventail de mécanismes impliqués dans le traitement par ultrasons peut induire des
effets physiques et chimiques avec plusieurs applications potentielles dans différents domaines
[70].Les principaux avantages de l'ultrason sont son efficacité, sa simplicité et son faible cott
(colt de l'instrument et de 'opération) [71]. Elle peut également fonctionner a température

modérée, ce qui convient aux composés thermosensibles [72].

Ultrasound Assisted
ﬁ Extraction
s

Leaves Ultrasonic
wa\{e
Cavity e
- S
D) e

With ultrasound

Ultrasonic Extraction

Leaves
powder

Figure 09 : Mécanisme de libération des substances actives lors d'une extraction aux

ultrasons [73]

4. Extraction liquide — liquide
4.1. Techniques conventionnelles

4.1.1. Décantation

Les méthodes d’extraction liquide-liquide (ELL) permettent le transfert d un soluté initialement
contenu dans une phase liquide vers une autre phase liquide non miscible (appelée extracteur)
en utilisant une ampoule a décanter. Elles sont couramment employées pour purifier et
concentrer les échantillons destinés a une analyse par méthode chromatographique. Divers
parametres physico-chimiques régissent la réalisation d’une ELL, propres aux solvants
employés (miscibilité a 1’eau, sa constante d’acidité, sa densité...etc) et aux solutés a extraire

(sa structure, sa constante d’acidité, sa lipophilie...etc) [74].
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Ampoule 71T T T Phaseorganique 71T
a décanter ‘ L qui conbent

\/ / |'espece dissoute /
| (
\ \ N\
' ’ Phase aqueuse
qui contient I'eau

!
\-T Récupération

Mise en contact Décantation ‘ " de la phase
du solvant avec | organique
I'espéce dissoute /S

dans I'eau ( L\)

Figure 10 : Etapes de I’extraction liquide-liquide en utilisant ’ampoule a décanter [49]
4.1.2. Hydrodistillation

La distillation est un procédé qui consiste a séparer physiquement un mélange en deux ou
plusieurs produits ayant un point d'ébullition différent, en faisant bouillir de préférence les

composants les plus volatils du mélange.

Lorsqu'un mélange liquide de deux maticres volatiles est chauffé, la vapeur qui se dégage aura
une concentration plus €élevée de la matiere la plus volatile que le liquide dont elle est issue.
Inversement, si une vapeur est refroidie, la matiére la moins volatile a tendance a se condenser

sur une plus grande proportion que la maticre la plus volatile [75].

4.2. Techniques non conventionnelles

4.2.1. Extraction par coalescence

Elle repose sur la capacité de certains solvants organiques a passer de I'état non miscibilité dans
l'eau a celui de miscibilité totale par un simple changement modéré de température. Ainsi, en
changeant la température, la phase organique et la phase aqueuse sont mises en contact intime.
La surface a travers laquelle le transfert de soluté peut se produire atteint sa limite théorique, et
I'équilibre est atteint presque instantanément. Une fois cet équilibre atteint, le simple fait de
refroidir la solution entraine la séparation des deux phases, chaque espéce étant répartie dans la
phase appropriée. Le grand avantage de cette technique est qu'ils nécessitent moins de temps

pour effectuer le processus d'extraction que les systémes qui nécessitent une agitation [76].
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4.2.2. Extraction 2 membrane

Le principe de la technique est identique a celui de 1’extraction liquide-liquide et présente la
spécificité d’une interface stabilisée dans les pores d’une membrane. La membrane a
uniquement un rdle de support permettant la stabilisation de I’interface et n’apporte pas de
sélectivité. Les pores de la membrane sont remplis par I’une des deux phases (dite phase
mouillante) en fonction de 1’affinité entre le matériau et le liquide. Afin d’éviter le passage de
la phase mouillante au travers de la membrane et par conséquent 1’apparition d’une émulsion
dans ’autre phase, une légére surpression est appliquée coté liquide non mouillant afin de

stabiliser I’interface [77].
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d’experiences

1. Introduction sur les plans d'expériences

Le concept du plan d'expérience est né dans le secteur agronomique a la suite des travaux
entrepris par Ronald A. Fisher en Grande-Bretagne en 1919. Ce concept a ensuite ét¢ introduit
dans le secteur industriel comme étant une opération permettant de trouver le meilleur de

quelque chose (maximum de produit, de rendement, ou minimum de cout d énergie...) [78].

I1 occupe également une place importante dans d'autres secteurs, dont la recherche médicale ou

pharmaceutique, et les sciences de 1'éducation [78].

2. Définition du plan d'expérience

Un plan d’expérience constitue une stratégie de planification d’expériences afin d’obtenir des
conclusions solides et adéquates de manieres efficaces et économique [79]. En d’autres termes,
I'étude par expérience consiste a provoquer les phénomenes auxquels on s'intéresse, en
maitrisant certains facteurs, puis on observes les conséquences qui en résultent sans perdre de
vue le fait qu'ils subsistent en réalit¢ un nombre important de facteurs non maitrisés ou non

controlés [78].

La méthodologie des plans d’expériences est basée sur le fait qu’une expérience
convenablement organisée, conduira fréquemment a une analyse et a une interprétation

statistique relativement simple des résultats [79].
3. Terminologie des plans d'expériences

3.1. Réponse et facteur

La réponse est une grandeur d’intérét lors de 1’étude d’un phénomene particulier, elle représente
le résultat d’une expérience ou d’une simulation numérique. Ainsi, une étude peut se traduire

par plusieurs réponses [80].

Un facteur est une variable qui peut éventuellement avoir une influence sur la réponse observée.
Il peut étre qualitatif ou quantitatif, continu ou discontinu (discret). Parmi ces facteurs, on

distingue [80] :

e Les facteurs controlables : qui dépendent directement du choix du technicien

(température, pression, matériau...) ;
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e Les facteurs non-controlables : qui varient indépendamment du choix du technicien
(conditions climatiques, environnement...). Les facteurs incontrolables sont des
variables perturbatrices, difficiles a maitriser et les plans d’expériences peuvent nous

aider a nous affranchir ou du moins a les atténuer.
En général, un facteur varie entre deux bornes [80] :

e Laborne inférieure (niveau bas), généralement noté -1 ;

e Laborne supérieure (niveau haut) généralement noté +1.

Ces variables sont dites codées, normées ou centrées réduites [80].

3.2. Domaine d'étude

C’est la partie expérimentale sélectionnée par 1'expérimentateur pour réaliser son étude. Il est
défini par les niveaux hauts et bas de tous les facteurs et éventuellement par des contraintes

entre les facteurs [80].

3.3. Domaine de variation du facteur

11 s’agit de ’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau haut et

le niveau bas [80].

3.4. Domaine expérimental d'intérét

La réunion des domaines de variation de chaque facteur. Ainsi, les informations tirées des

résultats expérimentaux ne seront valables que dans ce domaine [80].

3.5. Variable centrée réduite

C’est la transformation d'une variable aléatoire par une application affine, de telle sorte que sa
moyenne soit nulle et son écart type égal a un. Centrer une variable consiste a soustraire sa
moyenne arithmétique (espérance) a chacune de ses valeurs initiales, par contre réduire une

variable consiste a diviser toutes ses valeurs par son écart type. On peut illustrer cette définition

par un exemple d’une variable X caractérisée par une moyenne arithmétique [L et un écart-type

X - p

o [81]: x=—

On peut dire qu’une variable centrée réduite a : une moyenne arithmétique (espérance) nulle,

une variance égale a 1 et un écart type égal a 1 [81].
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Et pour terminer, 1’intérét de cette transformation est d’obtenir des données indépendantes de
I’unité ou de I’échelle choisie mais aussi d’obtenir des variables ayant une méme moyenne et
une méme dispersion ce qui nous permettra a la suite de comparer plus aisément les variations

seme seme

[81]. Dans une matrice donnée, un €élément Xj correspond au niveau de la 1™ et de la ]

variable [82].

3.6. Matrice d'expérience

Elle est toujours écrite sous forme codée, elle représente 1’ensemble des expériences a réaliser.
Elle comprend N lignes et K colonnes correspondant respectivement a N expériences a réaliser

et a K facteurs a faire varier [80].

Tableau III : Exemple d’une matrice d’expérience avec 4 expériences (N=4) et 2 facteurs

(K=2) [80]
N assal Vitesse Surcharge Consommation
Facteur 1 Facteur 2 (1/100 km)
1(A) -1 -1 8,3
2 (B) +1 —1 10,7
3(0) -1 +1 9,7
4 (D) +1 +1 12,3
Niveau -1 80 km/h 0 kg
Niveau +1 120 km/h 300 kg

3.7. Plan d'expérimentation

C’est la traduction de la matrice d’expérience en une matrice directement utilisable par
I’expérimentateur. Il doit faire I’objet d’une analyse minutieuse pour voir si toutes les

expériences sont réalisables et si elles ne présentent aucun risque [82].

3.8. Plan factoriel

C’est la forme la plus courante de plan d’expériences simultanées. Dans ce cas, on choisit un

ensemble de niveaux pour chaque facteur (variable) a étudier, puis on décide d’une série
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d’expériences a effectuer, soit une fois, soit éventuellement plusieurs fois , avec chacune des

combinaisons des différents facteurs [83].

3.8.1. Plan factoriel complet

C’est un plan dans lequel les chercheurs mesurent les réponses pour toutes les combinaisons de

niveaux de facteurs et on trouve deux types [80] :

e Des plans factoriels complets a 2 niveaux : Le nombre d'essais nécessaires est égal a 2¥
ou k correspond au nombre de facteurs. Plus le nombre de facteurs figurant dans ce plan
augmente, plus le nombre d'essais nécessaires augmente rapidement. Par exemple, un
plan factoriel complet a 2 niveaux avec 6 facteurs requiert 64 essais [80].

e Des plans factoriels complets généraux comprenant des facteurs a plus de deux
niveaux : dans ce cas-13, le nombre d'essais nécessaires est égal a N* ou N correspond

au nombre de niveaux et k au nombre de facteurs [80].

3.9. Notion d'interaction

C’est I’action combinée de deux ou plusieurs variables qui s’additionnent a 1’effet principal de

ces variables [80].

4. Méthodologie expérimentale
Dans toute étude, il est utile de respecter la démarche suivante [82] :

e Définition de I’objectif.

e Choix des réponses expérimentales.

e Choix des facteurs et du domaine expérimental d’intérét.
o FEtablissement de la stratégie expérimentale.

e Construction de la matrice d’expériences.

e Construction du plan d’expérimentation.

e Expérimentation.

e Calcul des estimations des informations recherchées.

e Interprétation des résultats.
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5. Les objectifs des plans d'expériences

La stratégie choisie doit apporter les informations sensées répondre a 1’objectif fixé. Ainsi, le
choix de la stratégie dépend du type d’objectif et ces derniers peuvent étre classés en quatre

classes :

5.1. Recherche exploratoire

Il s’agit du cas ou on ne connait presque rien sur le domaine. La méthode de recherche
expérimentale propose des techniques permettant de rationnaliser la démarche pour éviter de

mener les expériences d’ une maniére anarchique [82].

5.2. Criblage de facteurs

Le criblage consiste a identifier rapidement parmi un ensemble de facteurs potentiellement
influents, ceux qui le sont réellement, mais aussi de connaitre 1’effet des éventuelles interactions

entre ces facteurs [82].

5.3. Etude quantitative de facteurs

Contrairement a la stratégie classique ou le nombre d’essais est élevé, la méthode de recherche
expérimentale permet d’avoir les informations désirées avec un minimum d’essais. En d’autres

termes, obtenir un maximum d’informations en un minimum d’expériences [84].

5.4. Etude des surfaces de réponses

Les surfaces de réponses permettent de calculer toutes les valeurs de la réponse dans le domaine
expérimental d’intérét avec une précision au moins égale a celle qu’on obtiendra si on faisait
I’expérience. Ainsi, I’expérimentateur peut accéder a la zone la plus intéressante du domaine

[80].

6. Intérét d'optimisation du plan d'expérience

Pour autant, I'intérét majeur des plans d'expériences réside dans le fait qu'ils permettent [80]:
e D’¢établir la modélisation du phénomene étudié et mieux organiser ces expériences ;
e D’¢éviter de réaliser des expériences inutiles et permettre d'avancer a coup sir ;

e D’obtenir la meilleure précision possible sur les résultats ;
e D’arriver rapidement aux meilleurs résultats possibles et découvrir la solution optimale.
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PARTIE PRATIQUE

MATERIEL ET METHODES

1. Matériels

1.1. Appareillage

Dans le tableau suivant (tableau IV), sont mentionnés les appareils utilisés pour la réalisation

de notre plan expérimental.

Tableau IV : Appareillages utilisés dans ce présent travail

Désignation

(Spécification)

Spectrophotométre
(PerkinElmer
Lambda 35
UV/Vis)

Bain a ultrasons
(Advantage-Lab
AL04-06-230)

Caractéristiques

x*Gamme des longueurs
d’onde : 190-1100 nm.
xPrécision des longueurs
d’onde : 0.1 nm.
*Gamme d’absorbance :
-3a4A.

xPrécision d’absorbance :

+0.001 A.

*Vitesse d’analyse (max) :

2880 nm/min.

xRéseau de diffraction :
holographique avec 1053
lignes/mm

xPoids : 26 kg

xCuve inox.

xCapacité : 5.75 L.
xAvec ou sans chauffage.
x Température max : 80°C
(réglage par bouton).
xRaccord coudé pour
vidange.

xPoids : 5 kg.

Usage

«Détermination de
I’absorbance d’une
substance chimique en
solution en fonction
d’une longueur d’onde
donnée (grace a la loi

de Beer-Lambert).

xNettoyage rapide et
délicat des tamis
d’analyse et des outils
de broyage.
xHomogénéisation,
dissolution et dégazage

intensifs des produits.

Illustration
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(Labtech LFH-

*Volume d’air : 1300
CMH (+/-10%)

xVitesse d’air : 0.3-1
m/sec

xNiveau de bruit : 50-60
dBA

xporte coulissante en verre

de sécurité trempé avec un

MATERIEL ET METHODES

«Protection contre le
risque d’inhalation de
polluants sous forme de
fumées, gaz, vapeurs,
poussieres dangereuses.
xProtection contre les
éclaboussures de

produits et les bris de

=k L

cadre en acier inoxydable  verre en cas
xAlimentation ¢électrique :  d’éclatements.
110V60Hz ou

220V50/60Hz

xCapacité de produire de

I’eau distillé : 12L/h. E A,

xCapacité du réservoir de -

Distillateur d’eau  1’eau distillé : 24 L. «Distillation de 1’eau.

(Nuve ND12) xLLes composants en acier
inoxydable (pas de risque
de détérioration).
xGamme pH : 0-14
xRésolution (pH) : 0.01 xPréparations des ;
PH-métre xInterface RS-232 tampons i
(Mettler Toledo xCompensation thermique  «Détermination de
FE20 FiveEasy) manuelle ou automatique  pH/Mv et de J[
xConnexions PC ou IMP.  conductivité de haute g
xPoids : 0.6 kg. qualité.
xCalibrage interne
automatique. xPesage tare/brut/net.
Balance de xUne interface RS-232 et xPesage en |
précision GPL avec date et heure. pourcentage, comptage, \ ,jg
(Kern ALT 220- xConnexions PC ou IMP.  totalisation, @
SDAM) xChassis métallique, carter détermination de la

ABS, plateau inox. densité.
xPrécision : 0.1 mg.

Page | 29



PARTIE PRATIQUE MATERIEL ET METHODES

*Contenu : 13 L. xSéchage de matériaux.
xPlage de température : xExécution de
Etuve 220°C. processus de traitement

(Memmert UNB xTension :230V, 50-60Hz. thermique.

100) xPuissance : 600 W. xDes controles de —
xAvec une convection qualité et des tests de
forcée et une étagere. vieillissement dans
I’industrie.

1.2. Verreries et autres
Dans le tableau qui suit (tableau V), on a énuméré la verrerie et les autres types de matériels

utilisés au cours de notre pratique au laboratoire.

Tableau V : Verreries et autres matériels utilisés dans ce présent travail

e Fioles jaugées 20 ml, 25 ml, 100 ml ; Pissettes ;

e Erlenmeyer a différents volumes ; e Pro pipette (poire en caoutchouc) ;
e Tubes a essais ; e Spatule en inox ;
e Béchers a différents volumes ; e Papier filtre ordinaire ;
e Pipettes jaugées 5 ml, 25 ml ; e Papier aluminium ;
e Entonnoir en verre ; e Micropipette réglable 100-1000 pl ;
e Verre de montre. e Mortier ;

e Tamis
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1.3. Réactifs et matiere premiére
Dans les tableaux ci-dessous (tableau VI et tableau VII), sont mentionnés les maticres premicres

et les réactifs utilisées dans notre partie pratique.

Tableau VI : Mati¢res premicre utilisées dans le présent travail

- Poudre cristalline blanche ou jaune pale,
inodore, saveur astringente et acide, tres
soluble dans I’eau.

Acide gallique - Formule moléculaire : C7H¢Os
-N° CAS : 149-91-7
-M": 170.12 g/mol

3¢
ol

-p:1.694 g/cm’ (a
P : 1.694 g/cm’ (2 6°C

Tableau VII : Réactifs utilisés dans le présent travail

- La solution aqueuse est incolore avec une
odeur forte et qui produit une vapeur
irritante ;

Acide .
- Formule moléculaire : HCI ;
-N° CAS : 7647-01-0 ;
-M":36.46 g/mol ;

- p :0.63 g/em® (2 46°C).

chlorhydrique

<

-A température ambiante, il se présente sous
forme de cristaux blanchatres qui sont trés
hygroscopique. Sa dissolution dans 1’eau est

Hydroxyde de  exothermique ;

oy
tel

sodium - Formule moléculaire : NaOH ;
-N° CAS : 1310-73-2;
-M":39.997 g/mol ;
-p :2.13 g/em® (2 46°C).
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-Poudre blanchatre hygroscopique ;
- Formule moléculaire : Na;COs ;

-N° CAS : 497-19-8 ;

Carbonate de

sodium
-M": 105.988 g/mol ;
- P :2.54 glem?® (2 25°C).
- Solution jaunatre eTvec une odeur acre ; fﬁé
- Formule moléculaire : C10HsNaOsS ;
Réactif de Folin-
-N° CAS : 521-24-4 ;
Ciocalteu

-M": 260.2 g/mol ;
-p i 1.24 g/lem® (2 20°C).

- Formule moléculaire : H>O ;
-N° CAS : 7732-18-5 ;

Eau distillée
-M": 18.015 g/mol ;

- p :0.9982 g/cm’(a 20°C).

1.4. Matiere premiére végétale

L’étude a été réalisée sur les racines de Carthamus caeruleus L, issue de la famille des
Asteraceae. Ces racines ont subi plusieurs étapes de prétraitement afin d’obtenir une poudre
fine et homogene. La conservation de cette dernicre, a été faite dans un bocal en verre, a I’abri

de I’air et la lumicre pour éviter toute réaction avec le contenant et le milieu extérieur.

2. Méthodes

2.1. Prétraitement de la matiére premiére végétale
La quantification des polyphénols totaux contenus dans les racines de la cardoncelle bleu

nécessite une réduction de la matiére végétale en poudre, Cette transformation est rendue
possible en suivant les étapes ci-dessous :

e La récolte de la plante a été faite a la fin du mois d’avril dans la région de Draa-El-
Mizan — Tizi Ouzou. L’identification et la reconnaissance de la plante one été effectuées
au niveau du département de pharmacie de la facult¢é de médecine de I’université
Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou ;

e Lavage des racines et découpage en petits rondelles ;
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e Séchage a I’air libre pendant 20 jours ;

e Trituration des morceaux de racine préalablement séché dans un mortier propre en
cuivre et obtention d’une poudre grossiere ;

e Moulinage a I’aide d’un moulin électrique pour obtenir des granules plus fins dans le
but de faciliter le contact entre le solvant et les espéces chimiques ce qui accélere leurs
dissolutions ;

e Tamisage de la poudre a des fins d’éliminer les grosses particules et de ne retenir que
les plus fines ;

e Conservation de la poudre obtenue a 1’abri de la lumiére et de I’humidité dans un bocal

en verre stériles hermétiquement fermés a une température ambiante.

Figure 11 : Etapes de préparation de la poudre a partir des racines de Carthamus caeruleus L

4 |

e NN -+ e =

Figure 12 : Poudre issue du broyage des rhizome de Carthamus caeruleus L

2.2. Choix des facteurs

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs tels que : le pH du milieu, la durée
d’extraction et le ratio soluté / solvant.

— Le pH du milieu est I’un des facteurs les plus influents car les polyphénols possédent chacun
une fonction hydroxyle comparable a celle des alcools aliphatiques non substitué¢ et donc un
milieu basique favorisera I’ionisation de la molécule et sa dissolution dans 1’eau.

— La solubilisation des polyphénols, résulte de la formation de liaison avec les molécules de la

solution d’extraction, cette réaction absorbe de I’énergie thermique dans le systéme (réaction
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endothermique), et selon le principe de Le Chatelier, une augmentation de la température dans
le sonicateur lors de I’extraction va favoriser positivement le rendement en augmentant la
solubilité des polyphénols, de méme, un allongement de la durée d’extraction avantagera la
quantité de polyphénols qui passe de la phase solide vers la phase liquide.

— Le ratio soluté : solvant influence le rendement en saturant la solution d’extraction, en
d’autres termes, une augmentation de la quantité de la poudre, augmentera inévitablement le

taux de polyphénols dissout dans la phase liquide.

2.3. Choix de la réponse

Le nombre de réponses est spécifique a chaque étude, et dans notre cas, la réponse choisie
caractérisant notre objectif est : la concentration des polyphénols exprimée en milligramme

équivalent d'acide gallique (EAG) par gramme de I'extrait (E) (mg EAG/g E).

2.4. Type de plan choisi

Nous avons utilisé un plan d’expérience de type factoriel complet comprenant uniquement des
facteurs a 2 niveaux, car il nous permet d’étudier les effets que peuvent avoir plusieurs facteurs
sur le rendement d’extraction des polyphénols et cela pour toutes les combinaisons de niveaux
de facteurs, et par la méme occasion il nous permettra d’optimiser (maximiser) les variables de
réponse, de trouver un compromis satisfaisant entre elles et d’obtenir une meilleure précision

sur la modélisation et la prédiction des résultats.

2.5. Construction du plan

Dans le cas de notre étude, il y a trois facteurs (k=3) et chaque facteur est définit par un niveau
haut (+1) et bas (-1) qui seront constant pendant 1’expérimentation, et d’apreés la relation N=2k
du plan factoriel complet (ou N est le nombre d’essais), notre étude nécessite la réalisation de
8 essais ou chaque essai est répété trois fois (N=8), auxquels on rajout 3 points supplémentaires
au centre du domaine d’étude (No) dans le but d’évaluer I’erreur expérimentale.
Au final, le nombre d’essais a réaliser pour déterminer les facteurs influengant 1’extraction des
polyphénols s’¢éléve a 27 essais.
La fonction qui lie la réponse aux facteurs est modélisée par un modele polynomial du premier
degré avec interaction (ou modele PDAI) :

Y =ao +aix; +axxz + asxs + anxixz + ai3xix3 + a23X2xX3 + a123X1X2X3
Avec :

. Y : est le vecteur des réponses
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. x : est la matrice du modele qui dépend des points expérimentaux choisis pour exécuter
le plan expérimental

. a : est le vecteur des coefficients

A la fin du plan d’expérience nous auront un systeme a 8 équations et 8 inconnus. Pour ce qui
est des inconnus ils seront déterminés apres expérimentation du modéle postulé.

On peut représenter le plan soit par une matrice d’expériences (unités codées) (tableau VIII)
soit par une matrice d’expérimentation (unités non codées) (tableau IX), ces deux
représentations comportent 4 colonnes : les noms des essais et les trois facteurs. Ces
représentations sont particuliérement importantes, car elles permettent une meilleure
interprétation des résultats.

Tableau VIII : Matrice d’expérience

Essai n° Durée d’extraction oH Ratio soluté/solvant
(min) (g:ml)
1 -1 -1 Il
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
S -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 -]
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
-1 5 2 1:50
0 10 5.5 1:33
+1 15 9 1:25
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Tableau IX : Matrice d’expérimentation

Durée d’extraction Ratio soluté/solvant
Essai n’ pH
(min) (g:ml)
1 5 2 1:50
2 15 2 1:50
3 5 9 1:50
4 15 9 1:50
5 5 2 1:25
6 15 2 1:25
7 5 9 1:25
8 15 9 1:25
9 10 55 1:33

2.6. Méthode d’extraction

2.6.1. Préparation des solutions d’extraction

2.6.1.1. Solution acide a pH=2 et pH=5.5

Dans un bécher de 500 ml remplie d’eau distillé, on introduit la sonde du pH-meétre et on attend
la stabilisation de la valeur sur I’écran puis on ajoute progressivement quelques gouttes d’acide
chlorhydrique (1 M) jusqu’a atteindre la valeur pH=2 pour la premiére solution, et on suit les
mémes étapes pour la préparation de la deuxiéme solution a pH=5.5.

2.6.1.2. Solution basique a pH=9

Dans un bécher de 500ml remplie d’eau distill¢, on introduit la sonde du pH-métre et on attend
la stabilisation de la valeur sur I’écran puis on ajoute progressivement quelques gouttes

d’hydroxyde de sodium (1M) jusqu’a atteindre la valeur pH=9.

2.6.2. Protocol d’extraction

- Peser d’une quantité spécifique de la poudre (0.5 g, 0.75 g ou 1 g) dans une balance de
précision (Kern ALT 220-5DAM).

- Transfére la poudre pesée dans un erlenmeyer préremplis avec 25 ml de solvant d’extraction.

Page | 36



PARTIE PRATIQUE MATERIEL ET METHODES

- Placer les erlenmeyers dans un bain a ultrasons (Advantage-Lab AL04-06-230) et laisser
extraire le mélange pendant une durée bien déterminée (5 min, 10 min ou 15 min) tout en
couvrant le sonicateur afin d’éviter tout contact avec la lumiere.

-Une fois I’extraction terminer, on filtre le mélange avec un papier filtre dans une autre fiole

couvert de papier aluminium pour éviter une dégradation des polyphénols par la lumicre.

2.7. Réalisation du plan d’expérience

Ayant trois facteurs a étudier, pérennant chacun deux niveaux, il convient donc de choisir un
plan d’expériences factoriel complet 2°, ou chaque essai sera répété trois fois et cela pour des
raisons de fiabilité. On aura donc un nombre de 24 essais a réaliser.

Il convient aussi de mentionner qu’on désire avoir une estimation de I’erreur expérimentale,
pour ce faire, on ajoute trois essais supplémentaires situé¢ au centre du domaine d’étude. Au

final, nous aurons un total de 27 essais a réaliser aléatoirement.

2.8. Méthode de dosage

La méthode décrit ci-dessous nous permet de doser les polyphénols totaux contenus dans les

racines de Carthamus caeruleus L selon la méthode de Folin-Ciocalteu.

2.8.1. Préparation des réactifs

2.8.1.1. Réactif de Folin-Ciocalteu
On prépare une dilution au 1/10 : dans une fiole de 100 ml on met 10 ml du Folin concentré +
90 ml de I’eau distillée et homogénéiser le mélange par agitation.

La conservation du réactif se fait a I’abri de la lumiére et a température ambiante.

2.8.1.2. Réactif Carbonate de sodium
On prépare une solution a 10.75% (m/v) : dans une fiole de 100 ml, on met 10.75 g de la poudre
de carbonate de sodium anhydre et on compléete avec 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge, puis

solubiliser le mélange dans le sonicateur jusqu'a la disparition de la poudre.

2.8.2. Préparation des standards

Pour déterminer la concentration des polyphénols totaux dans notre échantillon & partir des
absorbances obtenus, 1’utilisation d’une courbe d’étalonnage est indispensable. Pour ce faire
une série d’échantillon standard (acide gallique) a été préparée en respectant les mémes

conditions avec notre expérience.
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Pour ce faire, on prépare 4 solutions (étalons) de concentration décroissante. Dans des fioles de
20ml, on introduit la quantité d’acide gallique correspondant et on complet jusqu’au trait de

jauge. La gamme comprend également une solution « blanc » :

Tableau X : Gamme d’étalonnage

) Pesée de I’acide gallique Concentration
Solution
(mg) (mg/ml)
S1 (étalon 1) 20 1
S» (étalon 2) 16 0.8
S; (étalon 3) 12 0.6
S4 (étalon 4) 08 0.4

2.8.3. Protocol de dosage
La quantification des polyphénols totaux se fait dans des tubes a essais recouvert d’aluminium

selon la méthode de Folin-Ciocalteu, pour ce qui est du protocole suivit on procéde comme suit:

400 pl de I’extrait + 200 pl du Folin + 2 ml de I’eau distillée + 2.4 ml de carbonate de sodium

anhydre.

La préparation des solutions « blanc » et des étalons, suit la méme procédure, on remplace
uniquement le volume de I’extrait par de I’eau distillée.

Une fois que les mélanges préparés, on agite chaque tube pour homogénéiser puis on laisse
incuber 30 min a température ambiante et a l'abri de la lumiére avant d’étre doser par

spectrophotomeétre a 760 nm.

2.8.4. Traitement des données expérimentales

Lors d’une expérimentation, des données brutes sont recueillies, ils se présentent généralement
sous forme d’informations hétérogénes et de grandes tailles, les rendant ainsi difficiles a analyse
pour I’expérimentateur, de plus et dans certains cas, de longs et fastidieux calculs peuvent étre
nécessaires. Pour ce faire, il existe de nos jours des logiciels composés d’outils statistiques
complets permettant la mise en forme, I’exploration et I’analyse de ces données expérimentales.
Dans cette présente ¢tude, nous avons utilisé le logiciels JMP® Prol4 ¢élaboré par la société
SAS Institute Inc, ce dernier nous simplifie la construction et 1’analyse des plans et de leurs
variances, efface les difficultés de calcul et permis la réalisation rapide des graphes mettant

ainsi en valeur les principaux résultats de 1’expérimentation.
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1. Courbe d’étalonnage

Voici le tableau XII ou sont répertoriés les résultats des absorbances des différents solutions

étalons.

Tableau XI : Absorbances de la série des standards (acide gallique)

Concentration en acide
. . Absorbance

Solution gallique
(nm)

(mg/ml)
S1 (étalon 1) 1 0.54
Sz (étalon 2) 0.8 0.387
Ss (étalon 3) 0.6 0.301
S4 (étalon 4) 0.4 0.165

En utilisant les données du tableau ci-dessus on peut représenter notre droit de régression
linéaire (Figure 14), avec laquelle on a déterminé les concentrations de nos échantillons

expérimentaux.

o
o

Y =0.6055X - 0.0756
R?=0.9898

Absorbance (nm)

e © o o ©

- N w B (92}
.

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration en acide gallique (mg/ml)

Figure 13 : Droite d’étalonnage représentant 1’absorbance en fonction de la concentration en
acide gallique
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La qualité d'une méthode analytique dépend fortement de la linéarité de la courbe d'étalonnage.
Une courbe d'étalonnage linéaire est une indication positive que toutes les mesures futures

seront proches des vraies valeurs du contenu de I'analyte dans 1'échantillon [85].

Cette linéarité est généralement évaluée par le coefficient de détermination R2. On considére
qu'un coefficient de corrélation proche de l'unité R? = 1 est suffisant pour conclure que la
courbe d’étalonnage est linéaire. Le R? =0.9898 obtenu pour notre courbe étalonnage, a

montré la bonne relation linéaire entre la concentration et 1’absorbance [86].
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2. Résultats des expériences

Les résultats obtenus a partir des 27 expériences randomisées sont consignées dans le tableau
XI, Le point au centre est positionné a la fin du plan pour la présentation des essais. Mais ’ordre

d’exécution des essais ne suit pas forcément ’ordre de présentation.

Tableau XII : Résultats expérimentaux

Essai Durée Rapport Absorbances Concentration Quantité
W $extraction pH volume/masse (am) polyphénols polyphénols mg EAG/ g E
(mg EAG/ml) (mg EAG)

0,15 0,373 9,315 18,629

1 -1 -1 -1 0,155 0,381 9,521 19,042

0,155 0,381 9,521 19,042

0,157 0,384 9,604 19,207

2 +1 -1 -1 0,159 0,387 9,686 19,372

0,159 0,387 9,686 19,372

0,2 0,455 11,379 22,758

3 -1 +1 -1 0,198 0,452 11,296 22,593

0,204 0,462 11,544 23,088

0,207 0,467 11,668 23,336

4 +1 +1 -1 0,204 0,462 11,544 23,088

0,202 0,458 11,462 22,923

0,209 0,470 11,751 11,751

5 -1 -1 +1 0,209 0,470 11,751 11,751

0,212 0,475 11,874 11,874

0,204 0,462 11,544 11,544

6 +1 -1 +1 0,201 0,457 11,420 11,420

0,204 0,462 11,544 11,544

0,224 0,495 12,370 12,370

7 -1 +1 +1 0,224 0,495 12,370 12,370

0,222 0,491 12,287 12,287

0,224 0,495 12,370 12,370

8 +1 +1 +1 0,223 0,493 12,329 12,329

0,23 0,505 12,618 12,618

0,202 0,458 11,462 15,282

9 0 0 0 0,212 0,475 11,874 15,833

0,204 0,462 11,544 15,392
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On peut représenter ce plan par un systeme a 3 dimensions (Figure 13) en indiquant le domaine
d’étude et les points d’expériences. Les points d’expériences ont pour coordonnées les niveaux

bas et hauts des facteurs.

pH

{11,5029
RAPPORT M/V

Y 19,3174[ 4
-1 DUREE 1

Figure 14 : Graphique en cube des points d’expériences
3. Validation du modele mathématique

3.1. Adéquation du modéle

Grace au logiciel JMP® 14 Pro, Il est maintenant possible d’obtenir directement le modele

mathématique suivant :
Y=16.528 + 0.0654x; + 1.149x> — 4.509x3 + 0.034x1x2— 0.114x1x3 — 0.778x2x3 + 0.062 X1X2X3

L’analyse de 1’ajustement est représentée dans le tableau XIII, on remarque que le modele
mathématique a donné un coefficient de détermination R? = 0.999216, indiquant que seulement

0,001% de la variation n’a pas pu étre expliquée par notre mod¢le.

Le coefficient de détermination ajusté R?, = 0.998874, a confirmé que le modéele était adéquat.

Tableau XIII : Résumé de 1’ajustement

R carré 0.999216

R carré ajusté 0.998874

Racine de l'erreur quadratique moyenne 0.161895

Moyenne de la réponse 16.52835
Observations (ou sommes pondérées) 24
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En termes de représentation, la figure 15, donne une évaluation visuelle du mod¢le établi des

valeurs observées en fonction des valeurs prédites.

Nous remarquons dans la figure 15, que la major partie des points, représentant la différence
entre la valeur prédite et la valeur observé, sont contenue dans ’intervalle de confiance
(représenté en rouge) de la droite de la fonction d’identité. Ce qui se traduit mathématiquement
par un coefficient de détermination qui est trés acceptable, représentant ainsi la capacité¢ du

mod¢le mathématique a prédire les résultats.

%

RENDEMENT Observé

10 12 14 16 18 20 22 24

RENDEMENT Prévue RMSE=0,1619 Rcarré=1,00 P-value<.0001

Figure 15 : Représentation graphique du rendement observé en fonction du rendement estimeé

pour la quantité des polyphénols
3.2. Défaut d’ajustement

Le tableau XIV affiche les deux composants de la variance des résidus, a savoir le manque

d’ajustement du mode¢le mathématique choisie et I’erreur pur.

D’aprées les résultats du tableau ci-dessous, on observe que la probabilit¢é P = 0.0793 est
supérieure au risque o = 0.05 ce qui signifie que les carrés moyens du défaut d’ajustement et de

I’erreur pure sont comparable.
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En d’autres termes, les erreurs engendrées par notre model sont dii aux erreurs expérimentales

et le modele choisi permet d’expliquer la majore partie des variations observées lors de

I’expérimentation.

Tableau XIV : Défaut d’ajustement

Degrés de Somme des
Source Carré moyen | RapportF
liberté carreés
Défaut d'ajustement 1 0.09205460 0.092055 3.5122
Erreur pure 16 0.41935984 0.026210 Prob. > F
Erreur totale 17 0.51141444 0.0793

3.3. Analyse de la variance

L’analyse de variance consiste a étudier la dispersion des réponses dues aux facteurs. Selon les
données du tableau XV, la probabilité P est inférieure a la valeur du risque alpha = 0.05 donc

notre modele permet d’explique la plus grande partie des dispersions des réponses.

Pour ce qui est de la partie inexpliquée, appelé résidus, elle est infime et selon I’étude du défaut

d’ajustement faite précédemment, ce résidu correspond a I’erreur expérimental.

En conclusion, le plan factoriel complet choisi, a sus démontrer qu’il existait une relation entre

la variation des facteurs et celle du rendement.

Tableau XV : Analyse de la variance

Degrés de Somme des
Source Carré moyen Rapport F
liberté carrés
Modé¢le 7 534.67082 89.1118 2962.178
Résidu 0.51141 0.0301
16 Prob. > F
(Erreur)
Total corrigé 23 535.18223 <0.0001
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4. Interprétation des coefficients

4.1. Estimation des coefficients

Pour faire ces calculs on ne tient en compte que des 24 essais du plan factoriel. On ne prend pas
en compte les points centraux. En effet, ces points sont des points de controle et non des points

de calcul. Ils serrent a calculer une estimation de 1’erreur expérimentale.

Le logiciel IMP® Prol4, calcule le coefficient constant, les effets principaux et les interactions

d’ordre 2 et 3 (Tableau XVI).

Tableau XVI : Estimation des coefficients

Terme Estimation
Constante 16.528
Durée d’extraction (DE) 0.0654
pH 1.149
Ration soluté:solvant (RSS) -4.509
pH*DE 0.034
RSS*DE -0.114
RSS*pH -0.778
RSS*pH*DE 0.062

Selon le tableau X VI, en comparant les coefficients entre eux, on remarque que la durée d’extraction,
I’interaction entre ce dernier et le pH et I’interaction entre trois facteurs sont les moins influents. Pour
ce qui est du pH, du ratio soluté : solvant et des interactions impliquant ce dernier avec la durée
d’extraction et le pH, ils ont tous une valeur du coefficient qui nous laisse a présager qu’il possede
une influence sur le rendement. Mais aucun d’entre eux ne peut étre négligé, pour le moment, car
I’importance d’un coefficient est évaluée par des notions de probabilités qui seront détaillées par la

suite.

La figure 16, qui représente I’évolution du rendement en fonction des niveaux des trois facteurs,

montre que :

- Le rendement d’extraction diminue avec 1’augmentation du ratio soluté : solvant, ce qui traduit un

effet négatif sur la réponse ;
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- Une augmentation du rendement est constaté avec I’augmentation du pH de la solution d’extraction,

traduisant un effet positif sur la réponse ;

- Un rendement qui reste particulierement stable malgré une variation dans la durée d’extraction,

présumant une absence d’influence de ce facteur sur la réponse.

o~
n I

1652035 <20
18

(16,4583, 16

16,5984 14
12

10

RENDEMENT

DUREE pH RAPPORT M/V

Figure 16 : Profileur de prévision du rendement en fonction des facteurs
4.2. Signification des coefficients

Jusqu’a présent, nous avons jugé I’importance des coefficients en les comparant entre eux. Mais
nous n’avions aucun étalon pour comparer tous les coefficients et indiquer ceux qui doivent
étre conservés et ceux qui prouvent étre éliminés du modéle mathématique final. Cet étalon est

appelé variance des coefficients, il permet de tester si un coefficient est significatif ou non [80].

Dans le tableau ci-dessous (Tableau XVII), on a les p-value des facteurs et des interactions.

Tableau XVII : Estimation des effets

Source Somme des carrés fde Fisher p-value

Durée d’extraction (DE) 0.10257 3.9133 0.0654
pH 31.69519 1209.279 <0.0001

Ratio soluté:solvant 488.02357 18619.75 <0.0001

(RSS)

pH*DE 0.02841 1.0840 0.3133
RSS*DE 0.30941 11.8049 0.0034
RSS*pH 14.51167 553.6694 <0.0001
RSS*pH*DE 0.09205 3.5122 0.0793
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Dans notre étude, la durée d’extraction a une p-value supérieur a a, il n’est donc pas significatif
et les réponses calculées ne seront pas trés différentes, que 1’on utilise un modele final avec ou
sans ce coefficient. Cette non significativité peut étre explique par I’étroitesse du domaine de
variation du facteur, pour rappeler ce domaine est compris entre [5 — 15] min. On peut explorer
des niveaux plus hauts pour vérifier cette hypothése, mais dans notre cas, I’intervalle choisin’a

pas d’influence sur le rendement d’extraction.

Les deux facteurs restants, le pH et le rapport soluté : solvant, sont tous les deux significatifs
car ils ont tous une p-value inferieur a la probabilité d’acceptation des coefficients = 0.05, la
différence réside dans le fait que le pH influence positivement sur la réponse ce qui veut dire
qu’une élévation du pH des milieu d’extraction a tendance a augmenter le taux de polyphénols
totaux extrait. Par contre, le rapport soluté : solvant influence négativement. En effet, les
extractions de poudre d’une masse supérieure a 0.5g produisent des rendements de plus en plus
faibles. Ce phénomeéne peut étre expliqué soit par une durée d’extraction qui n’est pas assez
suffisante pour permettre le passage de tous les polyphénols contenus dans la phase solide vers
la phase liquide, ou par le fait que le volume d’extraction est insuffisant pour permettre la
dissolution des tous les composants contenus dans la matiere végétale car on est arrivé a la

limite de saturation.

Les interactions entre deux facteurs impliquant le ratio soluté : solvant, présentent toutes une
p-value inferieure au risque alpha ainsi on peut dire qu’ils sont significatifs. En premier lieu
nous avons I’effet du pH qui compense celui du ratio, car une augmentation du pH de la solution
augmentera la fraction des polyphénols ionisée qui passera plus facilement dans la solution
aqueuse, provoquant ainsi sa saturation. En deuxiémes lieu, la compensation de la durée
d’extraction fait en sorte que les ultrasons auront le temps nécessaire pour faire éclater toutes
les cellules et libérer les polyphénols dans la solution, par contre une fois la saturation atteinte

cette compensation n’aura plus d’effet.

En observant les valeurs des coefficients qui sont de signe négatif, on peut comprendre que les
facteurs, pH et durée d’extraction, impliqués dans cette interaction, compensent positivement
I’effet négatif du ratio, mais cette compensation n’est pas assez pour que 1’interaction influence

positivement sur le rendement

Et puis, nous avons ’interaction entre la durée d’extraction et le pH avec une p-value qui est
supérieur au alpha ce qui veut dire que I’interaction est non significative, en d’autres termes

I’effet d’augmenter le pH n’influence pas I’effet d’augmenter la durée d’extraction.
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Pour ce qui est de I’interaction entre trois facteurs, I’analyse de la variance a démontré une p-
value supérieure a la valeur du risque alpha et par conséquence I’interaction elle-méme n’est

pas significative.
On peut donc représenter notre modele mathématique sans inclure les facteurs non significatifs :
Y =16.528 + 1.149x2 — 4.509x3 — 0.114x1x3 — 0.778x2x3

Enfin, il existe une représentation graphique qui permet de visualiser les interactions
significatives et celle qui ne sont pas. En principe, chaque facteur est représenté par une droite,
si une interaction est significative donc les deux droites représentant les facteurs de I’interaction
ne seront pas paralléles par contre si elles sont parall¢les cela signifie que I’interaction n’a aucun
effet sur la réponse. Dans la figure 17, on peut observer qu’il y a deux interactions avec des
droites non parall¢les, I’interaction entre deux facteurs impliquant le ratio, confirmant une autre
fois I’analyse faite précédemment. Pour les autres interactions entre deux facteurs impliquant
le pH avec la durée et ’interaction entre trois facteurs, la notion de parallélisme peut Etre

observée ce qui confirme que ces interactions sont non significatives.
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Figure 17 : Profils d’interactions
5. Analyse de résidus

On peut encore s’assurer qu’il ne reste plus d’information structurée dans les résultats en

examinant le graphe des résidus. Il est donc important de regarder comment les résidus se
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répartissent en fonction de différents critéres. Si le nuage de point est aligné aléatoirement le
long d'une droite on conclut que les résidus sont normalement distribués. Seules des causes
aléatoires sont alors a 'origine de la dispersion des résidus autour de leurs moyennes. D’apres
les résultats obtenus et représentés dans la figure 18, 1’analyse des résidus fait apparaitre des
dispositions remarquables, il reste donc un peu d’information a extraire.

Dans ce cas, I’hypothése d’un modele du premier degré avec interactions (modele PDAI) est
probablement a remettre en cause et il faut passer a un modéle du second degré.

4
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Figure 18 : Représentation graphique des résidus de quantité des polyphénols en fonction des

valeurs prévues

6. Courbe isoréponse

Pour trouver les conditions opératoires qui nous permettent d’obtenir un rendement optimal, il
faut tracer une courbe isoréponse. Dans la figure 19 ci-dessous, sont représentées les réponses

obtenues en fonction de la variation de leurs niveaux.

En se basant sur 1’échelle du rendement, on peut remarquer que les taux maximaux sont
représentés dans la partie gauche de la figure 19, cette partie correspond a la zone du niveau

bas de la ration (-1).

A I’aide du logiciel on peut déterminer les niveaux des deux facteurs restants. Pour notre étude,
la valeur de ce rendement s’¢léve a 23.336 mg EAG/g E, et les coordonnées de ce point sont

les niveaux hauts des deux facteurs : le pH et la durée d’extraction.
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En résumé, pour atteins la réponse maximale dans le domaine d’étude, déterminée
précédemment, on doit respecter les conditions suivantes : un pH de la solution d’extraction =

9, un ratio soluté : solvant = 1 :50 et une durée d’extraction = 15 min.

Pour ce qu’est des expériences utilisant un poids pondéral de matiere végétale égale a 1g (ration
1:25), les résultats obtenus sont les plus faibles, en revanche on constate une augmentation
progressive des réponses avec un allongement de la durée d’extraction, ce qui laisse a présager
que des rendements dépassant les 23% peuvent étre atteint si on réalise des extractions pendant

des durées dépassant les 15 min.

[ 23’ 336] Response Contour of rendement rendement
Ratio solutéisoivant = -1 Ratio solutésolvant = 0 Ratio solutéisoivant = 1

2

20

18

16

| 14

T 08 06 04 02 0 02 04 06 08 -1 -08 -06 -04 -02 02 04 06 08 -1 -08 -06 -04 -02 02 04 05 08

durée d'extraction durée d" extractlon durée d" extracuon 2

Figure 19 : Courbe isoréponse de la quantité des polyphénols en fonction du ratios

soluté:solvant, du pH et de la durée d’extraction
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7. Comparaison avec d’autres techniques d’extractions

D’autre techniques d’extraction des polyphénols ont été décrite dans la littérature, parmi celles
qui nous intéresse on citera : I’extraction par liquide pressurisé (ASE) [11], ’extraction par la

méthode de Soxhlet [87] et I’extraction par macération [88].

Les taux de rendements et les conditions utilisés pour chaque expérience sont représentés dans

le tableau X VIII, de cette facon on peut réaliser une comparaison avec nos propres résultats.

Tableau XVIII : tableau comparatif des rendements de différentes techniques d’extraction

Techniques Conditions opératoires mg EAG/ g E
Extraction par liquide Extraction de 8g de poudre a 40°C
pressurisé (ASE) pendant 30 min avec de I’éthanol 24
[11] comme solvant d’extraction

Extraction de 0.8g de poudre a

Extraction par macération température ambiante pendant

[88] 2 heures avec de I’éthanol comme 2.675
solvant d’extraction
Extraction avec appareil de Extraction de 26g de poudre en
Soxhlet 5 cycles avec de I’éthanol comme 0.063

[87] solvant d’extraction

Extraction de 0.5g de poudre dans

Extraction par ultrasons 25ml a température ambiante

23.336

(notre étude) pendant 15 min dans une solution a

pH=9 dans un bain a ultrasons

En analysant le tableau ci-dessus, on note que 1’extraction par ultrasons permet un meilleur
rendement par rapport aux extractions utilisant la macération ou ’appareil de Soxhlet, de plus
ce dernier utilise la chaleur ce qui peut induire une dégradation des composés thermolabiles
comme les polyphénols. Pour la méthode par liquide pressurisé, le rendement obtenu est
légérement supérieur au ndtre, le seul inconvénient de cette technique, est 1’usage de

température dépassant les 60°C, ce qui peut provoquer la thermolyse des polyphénols.
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Conclusion et perspective

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a optimiser un procédé d’extraction liquide-solide
des polyphénols a partir des racines Carthamus caeruleus L. Cette plante d’origine
méditerranéenne est connue pour ces vertus antioxydants, antibactériens et cicatrisantes dans la

médecine traditionnelle sous forme de créme.

Des screening photochimiques de la plante issus de différentes études, ont révélé la présence
d’une grande variété de polyphénols comme les anthocyanes, les flavones et les flavonols. Ces
composés sont connus pour leur capacité a absorber dans UV ce qui nous permet de les doser

par spectrophotométrie.

Plusieurs techniques s’offrent a nous pour extraire ces composés polyphénoliques a partir d’une
matiere végétale. Dans notre étude la méthode choisie est celle utilisant les ultrasons. L’intérét
que nous portant a cette méthode est dii a son efficacité, son faible cout mais également sa
capacité a réaliser des extractions a des températures modérés, ce qui convient parfaitement aux

compose thermolabile comme les polyphénols.

Pour réaliser a bien notre étude, une stratégie de planification est de mise, elle nous permet de
modéliser nos expériences et par conséquence de mieux les organiser. Pour cela il existe
plusieurs stratégies, dans notre cas, nous avons adopté le plan factoriel complet car il nous

permet d’obtenir les meilleurs résultats tout en étant efficace et économique.

Dans notre plan d’expérience nous avons analysé I’influence des trois facteurs sur le rendement
d’extraction des polyphénols issus des racines Carthamus caeruleus L. Apres expérimentation,
un rendement maximal égal a 23.336 mg EAG/g E a été obtenu en respectant les conditions
opératoires optimales suivant :
pH =9 - durée d’extraction = 15 min - ratio soluté : solvant=1: 50 .

On notera aussi que l'analyse des résidus fait apparaitre des dispositions remarquables, ce qui
signifie que I’hypothése d’un modéele du premier degré avec interactions (modéle PDAI), est
probablement a remettre en cause car il nous reste certaines informations a extraire. Pour cela,
on peut faire appel aux plans pour surfaces de réponse.

Enfin, il existe encore d’autres facteurs susceptibles d’influencer le rendement d’extraction non
exploités par notre étude, parmi ces facteurs on peut citer : la température d’extraction et la
fréquence des ondes ultrasons. De méme, une préparation d’une forme galénique semi-solide a
base d’extrait de cette plante peut représenter une bonne alternative aux médicaments chimiques
existant et cela par la présence d’une large gamme d’agents antimicrobiens naturels pouvant

faire face au phénomeéne de résistance des germes.
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Résumé

Au cours des derniéres décennies, les bienfaits potentiels pour la santé des polyphénols
végétaux comme ceux contenus dans le plant Carthamus caeruleus L en tant qu'antioxydants

ont suscité beaucoup d’intérét.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a optimiser le procédé d’extraction par
ultrasons des polyphénols contenus dans les racines de Carthamus caeruleus L en utilisant un
plan factoriel complet. Cette étude a été réalisée en faisant varier les deux niveaux des trois
facteurs choisis : le pH de la solution d’extraction, le ratio soluté : solvant et la durée
d’extraction dans le sonicateur. Apres expérimentation, deux de ces facteurs ont été jugés
influents sur le rendement d’extraction, a savoir le pH de la solution d’extraction et la durée
d’extraction. Et par la suite, nous avons trouvé que les conditions d’extraction optimales
suivant : pH =9, durée d’extraction = 15min et ration soluté : solvant =1 :50, nous permettait

d’obtenir un rendement maximal égale a 23.336 mg EAG/g E.

Mots clés : Plans d’expérience, plan factoriel complet, extraction par ultrasons, polyphénols,

Carthamus Caeruleus L.
Summary

Over the past few decades, the potential health benefits of plant polyphenols such as those

contained in the Carthamus caeruleus L plant as antioxidants have attracted much interest.

In our study, we were interested in optimizing the ultrasonic extraction process of
polyphenols contained in Carthamus caeruleus L roots using a full factorial design. This
study was carried out by varying the two levels of three selected factors: the pH of the
extraction solution, the solute : solvent ratio and the extraction time in the ultrasonic bath.
After experimentation, two of these factors were found to be influential on the extraction
performance, namely the pH of the extraction solution and the extraction time. And
subsequently, we found that the following optimal extraction conditions: pH = 9, extraction
time = 15min and solute : solvent ratio =1:50, allowed us to obtain a maximum yield equal to

23.336 mg EAG/g E.

Keywords: Experimental design, full factorial design, ultrasonic cleaner extraction,

polyphenols, Carthamus Caeruleus L.



