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Introduction

Opuntia ficus-indica est un cactus originaire du Mexique introduit en Afrique au 16"™ siécle
par des espagnols. Ses extraits sont riches en principes actifs notamment les polyphénols qui
recélent de multiples propriétés thérapeutiques [1].

Les polyphénols sont des composés organiques complexes, présentés sous différentes classes a
savoir : les acides phénoliques, coumarine, flavonoides, lignine, lignane, stilbéne et tannins
quant a leur extraction, en dépit de toutes les méthodes utilisées le rendement reste a désirer

2]

Dans ce contexte 1’objet ultime de cette étude est d’opter pour un systéme d’extraction plus
simple ,fiable et moins couteux, permettant d’obtenir un rendement satisfaisant en polyphénols,
contenus dans les différents organes du figuiers de barbarie a savoir :les raquettes, les grains ,
les écorces et les fleurs , cet objectif réclame 1’optimisation de la méthode qui peut se faire au
moyen d’un plan d’expériences factoriel complet afin de palier au faible rendement de cette
extraction.

Ce manuscrit est composé de deux parties, une partie bibliographique et une partie pratique.
La partie bibliographique est subdivisée en quatre chapitres :
-Le premier chapitre traite les connaissances de la littérature sur le figuier de barbarie.

-Le deuxiéme est consacré aux connaissances chimiques et pharmacologiques des composés
phénoliques.

-Le troisieme présente les méthodes d’extraction.
-Le quatrieme chapitre est dédié aux plans d’expérience.

La partie pratique comprend deux sections dont la premicre décrit le matériel et I’ensemble des
méthodes utilisés dans cette étude. Quant a La deuxiéme section est consacrée aux résultats
obtenus et leur interprétation.

Une conclusion générale suivie des références bibliographiques sont situées en fin de manuscrit.
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OBJECTIFS

Notre travail consiste & optimiser une méthode d’extraction solide-liquide, des polyphénols
contenus dans les différentes parties de figuier de barbarie espéce Opuntia ficus-indica ,et ce
par le biais d’un plan d’expérience factoriel complet.

Dans ce travail, plusieures compeétences ont été acquises. Ona pu :

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

» Faire connaissance des appareils de mesure tel que le spectrophotometre ;
> Analyser les données expérimentales obtenu avec le logiciel IMP®16 pro ;

» Maitriser le protocole d’extraction des polyphénols et leurs dosages par la méthode Folin-
Ciocalteu.

> Identifier les acides phénoliques contenus dans les différents extraits par chromatographie
liquide haute performance.
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PARTIE THEORIQUE Chapitre I: Figuier de barbarie

A T’heure actuelle, le figuier de barbarie longtemps délaissé, présente le sujet de plusieurs
recherches scientifiques dans le monde entier, différents avantages attribués aux effets des
extraits et des composés issus du cactus ont été suggerés par les utilisations de la médecine
traditionnelle.

1 Origine et distribution du figuier de barbarie :

Le figuier de barbarie est originaire des régions arides et semi arides du Mexique.
L’utilisation alimentaire de I’espéce date de 1’époque préhistorique grace a la découverte de
graines fossiles datant du septiéme millénaire av. J.-C [3].

Le figuier de Barbarie fut introduit en Afrique du Nord (Algérie, Tunisie, Maroc) vers le 16eme
siécle. Sa culture s’est diffusée rapidement dans le bassin de la Méditerranée. Elle s’est
¢galement répandue dans I’hémisphere sud, notamment en Afrique du Sud, a Madagascar, a la
Réunion, a I’ile Maurice, en Inde, a Ceylan et en Australie [4].

En Algérie, les plantations du figuier de barbarie sont réparties dans les hauts plateaux, a Batna,
Biskra et surtout en Kabylie.

Sa superficie a évolue de fagon remarquable au cours de ces deux dernieres décennies a cause
de la sécheresse, elle est passée de 50 000 ha en 1998 a plus de 120 000 ha en 2009 enregistrant
une progression annuelle de 2500 hectares [3].

2 Systématique du Figuier de barbarie :
2.1 Lanomenclature :

Nom vernaculaire : Le figuier de barbarie est connu sous plusieurs noms vernaculaires dans
le monde:

« En Mexique : Nopal, vient du mot nochtli en nahuatl, langue classique des Azteques.
« En anglais: prickly pear, indian-fig, barbary-fig, tuna-cactus.
« En francais : nopal, figuier d’inde, figuier de barbarie
« Enarabe:sss S saigdh | Ssdll all [1]
Selon la classification de Carl Von Linné la position systématique de figuier de barbarie est:

Régne: Plantae

Sous régne: Tracheobionta
Embranchement: Phanérogame
Sous Embranchement:  Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous classe: Caryophyllida
Ordre: Opuntiales
Famille: Cactaceae
Sous-famille: Opuntioideae
Tribu : Opuntieae
Genre: Opuntia
Sous-genre: Platyopuntia
Espéce: Opuntia ficus indica (L)
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PARTIE THEORIQUE Chapitre I Figuier de barbarie

2.2 La description botanique:

Selon la classification botanique, le cactus ou cactacée est un végétal phanérogame appartenant
au angiospermes, dicotylédones. Ce sont des arbustes ou des arbres vivaces xérophytes a tiges
charnues, caliciflores. Les fleurs sont grandes et rotacées [1].

Le nopal est une plante arborescente, de 3 a 5 metres de haut qui est capable d’emmagasiner
une grande quantité d’eau [5].

Elle a la particularité de fixer le dioxyde de carbone et de libérer I’oxygene pendant la nuit et
de fermer ses stomates pendant le jour [6].

L’appareil racinaire : les racines sont superficielles, tres étendues, charnues horizontalement.
La distribution racinaire peut dépendre du type de sol et de la gestion culturale [6].Elles sont
caractérisées par la grande capacité d’absorption d’eau qui augmente parallélement avec
I’élévation des températures du sol [8].

Les cladodes : sont des tiges plates en raquette vertes ovales, de 30 a 40 cm de long, 15 a 25
cm de large, 1,5 a 3 cm d'épaisseur, a petits aréoles et feuilles qui se transforment en épines de
plusieurs millimétres de long, blanches, robustes, fines et petites[5].

Ils assurent la fonction chlorophyllienne a la place des feuilles, et sont recouverts d’une
cuticule (la cutine) qui limite la transpiration et protege contre les prédateurs [1].

Les fleurs : Les fleurs jaunes sont hermaphrodites, apparaissant sur les marges des branches,
du calice vert, de I'ovaire infére uniloculaire, de nombreuses étamines et un pistil recouvert de
stigmate [5]. La floraison aura lieu au printemps et qui dure de 3 & 5 semaines.

Le fruit : la fructification a lieu en juillet-aout Le fruit est baie ovale charnu, avec une écorce
épineuse verte a jaune orangé a maturité, et la chair est jaune ou rouge, parsemée de plusieurs
graines.

Le poids de la baie varie de 67 g a 216 g [1].

Figure 01 : a- la plante figuier de barbarie, b- les cladodes, c- les fleurs, d- le fruit. [1]
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PARTIE THEORIQUE Chapitre I: Figuier de barbarie

3.Composition chimique :

Les différents organes de figuier de barbarie Opuntia ficus-indica : Cladode, fruit, fleurs
comportent une importante teneur en eau, en oligo-éléments comme le magnésium, phosphore,
calcium, cuivre et le potassium, ils représentent également une excellente source en protéines
dont les acides aminés essentielles notamment la proline et la sérine.

Leurs richesses en fibres végétaux préviennent 1’organisme de constipation et régularisent e
transit intestinal. 1ls sont également une source naturelle en vitamines particulieérement vitamine
A, B1, B2, B3 et C [1].

Le figuier de barbarie présente une forte teneur en composés phénoliques associés a la
prévention des meétastases des cancers que ce soit au niveau des cladodes qu’au niveau  des
fruits [9].

3.1 Composition chimique des cladodes (raquettes) :

La composition chimique des cladodes est influencée par les facteurs pédologiques, les
conditions climatiques et I’age de la plante, ce qui rend les teneurs en elements nutritifs varient
en fonction des variétés et des especes [3].

IIs sont riches en mucilage dont la fraction majoritaire est constituée d’un polysaccharide neutre
et les analyses de sucres montrent une prédominance de D-galactose, D-xylose, L-arabinose et
d’acides D-galacturonique [1] [10].

La composition des cladodes est illustrée dans les tableaux ci-dessous (1.2.3) :

Tableau I: Principaux composants des cladodes du figuier de barbarie [11].

Composants | Matiere seche (g/100g) | Poids frais (g/100g)

Eau - 88-95

Glucides 64-71 3-7

Cendres 19-23 1-2

Fibres 18 1-2

Protéines 4-10 0.5-1

Lipides 1-4 0.2

Poly phénols 0.00064-0.00237

Tableau I1: Composition chimique des raquettes d’Opuntia(PNTTA, 2009).

Caractéristiques Valeurs en % de matiére seche

Cellulose 15

Amidon 12

Matieres azotés totales 5-7

Matiéres grasses 2

Cendres 16-18

Oxalate 13

Calcium 2-4

Phosphore 0.2

Tableau I11:

Composition en poly phénols des cladodes de 1’Opuntia ficus-indica [12].
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Poly phénols Matiére seche (mg/100mg)
Acide gallique 0.64-2.37
Acide Coumarique 14.08-16.18
3,4-dihydroxybenzoique 0.06-5.02
4-hydroxybenzoique 0.5-4.72
Acide ferulique 0.56-34.77
Isoquercetine 2.29-39.67
Isorhamnetin-3-O-glucosie | 4.59-32.21
Nicotiflorine 2.89-146.5
Rutine 2.36-26.17
Narcissine 14.69-137.1

3.2 Composition chimique des fleurs :

11 est a signalé que Le suc de la fleur de I’Opuntia est plus visqueux que celui des raquettes. |l
contient a peu pres les mémes principes que la tige auxquels on peut ajouter des
dérivésflavoniques, sa teneur en cendres avoisine 9 %. Elles comportent 30% de silice et 14%
de chaux.

La teneur importante en flavonoides a fait leurs propriétés antispasmodiques légeresde
I’intestin, ainsi que diurétique, les capsules des corolles des fleurs séchées sont utiliséescomme
un remeéde du dysfonctionnement de la prostate, une améliorationde malaises associés a
I’hypertrophie bénigne de la prostate [4].

La composition est résumée dans les tableaux ci-dessous (4.5.6) :

Tableau IVV: Composition moyenne (pourcentage en poids par rapport a la masse séche) de la
fleur du figuier de barbarie[13].

Composants Pourcentage
Cires 9-11
Minéraux 7-8
Lignine Klason 2-3
Cellulose 27
Protéines 8-10
Autres polysaccharides 40-45

Tableau V: Composition de la fleur en sucre neutres et acides (pourcentage en poids par
rapport a la masse seche) [13]

Constituants : Pourcentage :
Acide uronique (AU) 35.6
Rhamnose (Rha) 3.3
Arabinose (Ara) 9.3
Xylose (Xyl) 4.5
Mannose (Man) 1.6
Galactose (Gal) 8.4
Glucose (Glu) 29.3
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Tableau VI: Distribution et contenu des phénols et des flavonoides dans les différentes

parties d’O. ficus-indica [13].

Composant principale Contenu en mg/100g

Acide gallique 1630-4900
Quercetin 3-O-rutinoside 709

4 Kaempferol 3-O-Rutinoside 400

5 Quercetin 3-O-Glucoside 447

6 Isorhamnetin 3-O-Robinobioside 4269

7 Isorhamnetin 3-O-Robinobioside 979
8 Isorhamnetin 3-O-Robinobioside 724
9 Kaempferol 3-O-Arabinoside 324

3.3 Composition chimique de fruit :

La figue de barbarie se caractérise par rapport aux autres fruits par un pH relativement élevé
(pH ~ 5.6). Il contient en trés grande majorité de fibres insolubles (cellulose, hémicellulose,
lignine), formant en particulier la trame de graines présentes dans la pulpe, tandis que la peau

contient essentiellement du glucose et elle est riche en cellulose.

Le mucilage est composé d’arabinose, de galactose, de rhamnose, de xylose et d’acide

galacturonique a des teneurs variables [1].
La composition est illustrée dans les tableaux ci-dessous (7.8.9.10) :

Tableau VII: Composition brute du fruit d’Opuntia (g /g de matiére seche) [1].

Constituants Pulpe Graine Ecorce
Amidon 4.55 5.35 7.12
Protéine 5.13 11.8 8.3

Lipide 0.97 6.77 2.43
Cendre 8.5 5.9 12.1
Fibre 20.5 54.2 40.8
Hydrate de carbone 58.3 1.59 27.6

Tableau VII1: Composition des fibres du fruit d’Opuntia (% des fibres totales)[1].

Fibresen % Pulpe Graine Ecorce

Hémicellulose 155 9.95 20.8
Cellulose 14.2 83.2 71.4
Pectines 70.3 6.69 7.71
Lignines 0.01 0.19 0.06

Tableau IX:Teneur en vitamines et en antioxydants de fruit de figuier de

barbarie(mg/100g)[14].
Teneur en vitamines et en Par 100g
antioxydants
Vitamine C 12-81mg
Vitamine E 111-115pg
Vitamine K1 53 mg
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Caroténoides totaux 0.29-2.37¢g
[1Béta-carotene 1,2 -3,0ug
Flavonoides :
[1Dérivé de Kaempferol 0,11-0,38g
[1Dérivé de Quercetin 0.98-9g
ODérivé d’isorhamnétine 0,19-241¢
Tableau X:Composition minérale du fruit du figuier de barbarie (mg/100 g de matiére
seche)[14].
Pulpe Graine Ecorce
Ca 0.163 258 2090
Mg 76.1 208 322
Na 7.77 <0.83 <0.85
K 559 275 3430
P 0.03 110 0.064
Fe 16.5 12.1 8.31
Cu <0.78 <0.83 <0.85
Zn 1.55 4.16 1.7
Mn 6.99 <0.83 72.9
Mo <0.13 <0.33 <0.34

3.4 Composition chimique des graines :

Les graines sont riches en huile brute « polyinsaturée » avec un taux important en acides gras
essentiels notamment 1’acide oléique, I’acide linoléique et vit E.
La composition est illustrée dans les tableaux ci-dessous (11.12) :

Tableau XI: Composition chimique des graines du figuier de barbarie[6].

Constituants Pourcentage %

Eau 5-6

Huile 7-8.5
Minéraux cendres 1.3
Lignine 18

Protéines (N*6.25) 11-12
Cellulose 30
Autres polysaccharides 27

Sucres neutres et acides *

Acides uroniques 1.1
Rhamnose 0.6
Arabinose 3.1

Xylose 23.8
Mannose 1.0
Galactose 1.0

Glucose 35.6

*en poids par rapport a la matiere seche.
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Tableau XII:Composition en acides gras de I’huile des graines d’Opuntia

Acide gras Proportion (%)
Acide laurique (C12 :0) 0.11
Acide myristique (C14 :0) 0.22
Acide palmitique (C16 :0) 13.83
Acide palmitoleique (C16 :1) 0.91
Acide heptadecanoique (C17 :0) 0.03
Acide heptadecenoique (C17 :1) 0.04
Acide stéarique (C18 :0) 3.16
Acide oléique (c18 :1) 19.77
Acide linoléique (C18 :2) 60.61
Acide linolenique (C18 :3) 0.74
Acide arachilique (C20 :0) 0.34
Acide eicosenoique (C20 :1) 0.24
Acides saturés 17.69
Acides insatures 82.31

4. Propriétés thérapeutiques:

Le figuier de barbarie est traditionnellement utilisé, dans plusieurs pays, comme médicament
naturel pour le traitement de nombreuses maladies. Il semble étre une excellente source de
substances phytochimiques d’importance thérapeutique.

Tout est utile dans le figuier de barbarie, rien ne se jette puisque ses composants bioactifs
peuvent étre extraits a partir de différentes parties : les fleurs, les fruits, les cladodes, les racines,
les graines qui représentent la partie la plus importante du figuier de barbarie.

La Figure ci-dessous résume les propriétés thérapeutiques les plus pertinentes attribuéesaux
différents organes d’Opuntia ficus indica.
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ANTI
ANTI OBESITE
HYPERLIPIDEMIE INFLAMMATOIRE
ANTI
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PROTECTEUR médicinales REDUCTION DU
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NEUROPROTECTEUR ANTICANCER

ANTI PROTECTION
GENOTOXIQUE de I’ADN

Figure 02 : Propriétés thérapeutiques du cactus [15]

5. Récolte:

La récolte des fruits se déroule la fin du mois juillet jusqu’au début mois septembre, elle se fait
manuellement, en faisant attentivement une rotation du fruit ce qui permet leur séparation de
cladode a I’aide d’un roseau fondue a I’extrémité [13] [1].

Les figues de barbarie sont pratiquement difficiles a récolter a cause de la présence d’épines et
de glochides qui peuvent endommager la peau et pénétrer dans les yeux et les voies
respiratoires. Les fruits sont donc récoltés le matin lorsque 1’humidité est suffisamment élevée
pour empécher les glochides de se déloger et de flotter dans ’air [7].

Page | 10



Chapitre 11
Les polyphénols



PARTIE THEORIQUE Chapitrell: Les polyphénols

Depuis une quinzaine d'années, les chercheurs et 1’industrie s'intéressent de plus en plus a une
catégorie d'antioxydants, les polyphénols. La reconnaissance des propriétés antioxydantes de
ces composes, leurs abondances dans I'alimentation et leurs roles probables dans la prévention
des maladies, associées a un stress oxydant, sont les principales raisons de cet engouement.

1 Définition:

Les polyphénols, aussi appelés composés phénoliques, sont des molécules largement répandues
dans le réegne végetal et qui appartiennent a leurs métabolites secondaires.

Il existe dans la plante toute entiere, de la racine au fruit, contrairement aux métabolites
primaires, leurs fonctions n’est pas strictement indispensables a la vie de la plante, mais ces
substances jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement.

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés.
L’¢lément structural fondamental, qui les caractérise, est la présence d’au moins un noyau
benzoique a 6 carbones (Fig 3), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH)
libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside. [16].

OH

Figure 3 :Structure de noyau phénol [16].
2 Propriétés physico-chimiques des polyphénols :

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des noyaux
phénoliques, en particulier des substituants, a effet mésomeére attracteur d’électrons (-M) et
a effet mésomere donneur (+M). La conjugaison d’une des deux paires libres de I’atome O avec
le cycle, traduit D’effet (+M) du groupe OH. Ce phénoméne augmente la délocalisation
électronique, et génere une charge négative partielle sur les atomes C2, C4, C6. L’effet (+M)
peut étre représenté par quatre formes mésomere [17].

i H

Of"' ®, ®

’ | O|/ é U(q |
N Y af D @H[j
U 5)

Figure 4 :Formes mésomeres des phénols
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» La nucléophilie :

La nucléophilie des composés phénoliques est déterminée par I'atome d'oxygene et les atomes
de carbones ortho et para du groupe OH (suit l'effet (+M)). Elle est a I’origine des réactions de
substitution électrophile aromatique (alkylation, acylation, etc.) [18].

» La polarisabilité :

La polarisabilité des phénols leur permet de développer de fortes interactions moléculaires  de
dispersion (composante attractive des interactions de Van Der Waals), avec autre composés
polarisables. [18]

» La solubilité :
IIs sont solubles dans la majorité des solvants organiques polaires.
» Stabilité des polyphénols :

Lumiére, pH, température, nature du solvant, la présence d’enzyme, d’ion métallique et
d’oxydant, ont été décrits comme des facteurs influengant la stabilité des flavonoides. [17]

> L’acidité :

Les groupements OH en position para et ortho des noyaux phénoliques de polyphénols
présentent un caractére acide renforcé. [19]

> Propriété antioxydante :

Les composés phenoliques sont des puissants antioxydants qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogene [19].

3 Laclassification des polyphénols :

Dans la figure 5, ci-dessous, une classification générale des composés phénoliques a été établie

polyphénols
“ lignanes

“stilbénes U flavonoides

acide
phénolique

tanins

— ——— . 1

“favonos Uflavanols Uisoflauones

flavanones Uanthocyan'd'nes

Uflavones

—

Figure 5 : Classification générale des polyphénols.
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3.1 Non flavonoides :

Dans ce groupe, on distingue : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les coumarines.

3.1.1Acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont des composés organiques, de structure plus simple C6-C3,
possédant une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont dérivés de ’acide
hydroxy-benzoique et 1’acide hydroxy-cinnamique [19].

3.1.1.1 Les dérivés de I’acide hydroxy-benzoique :

IIs sont dérivés de 1’acide benzoique, et ont une formule basique du type Ce-Cy. IS existent
fréquemment sous la forme libre que combinés, a 1’état d’ester ou d’hétérosides. Ils sont trouvés
surtout chez les gymnospermes et les angiospermes [19].

Tableau XI11: Exemples d’acides phénoliques dérivants d’acide hydroxy-benzoique

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
R Rl H H OH H Acide para-benzoique
\
= 0
R3 \ /
OH
R4
H OH OH H Acide protocatechique
H OCHjs OH H Acide vinylique
H OH OH OH Acide gallique

3.1.1.2 Les dérivés de I’acide cinnamique:

Les dérivés de I’acide cinnamique ont une structure de base Cs-Cs, et sont largement distribués,
rarement libre, souvent estérifiés et peuvent étre acidifiées ou combinés avec  des sucres ou

des polyols. [16]

Tableau XI1V: Structures chimiques des acides hydroxy-cinnamiques

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide cinnamique
‘i‘ i H OH H H Acide para-
"’rxJ,l--'T;:hx ey comarque
e OH OH H H Acide caféique
R OCH; OH |H H Acide férulique
OCHs OH OCHs H Acide sinapique
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3.1.2Les Stilbénes :

IIs ont une structure Ce-C2-Cs, ce sont des phytoalexines, composés produit par les plantes, en
réponse a I’attaque par les micro-organismes pathogenes, bactériens et viraux.

IIs sont constitués de deux cycles aromatiques, liés entre eux par une double liaison formant un
systeme conjugué. lls existent dans nombreuses familles de plantes supérieures. [19]

Tableau XV: Structures chimiques de quelques Stilbenes

Structure R1 R2 R3 R’1 | R°2 | R’3 | Dénomination
! OH H OH H OH | H Resvératol

OCHs
Glucose

T

OCHg3
OH

T

OH
OH

T

Ptérostilbéne
Picéide

T
T
T

3.1.3 Les lignines (Ce-C3)n :

La lignine est un grand polymére ramifié composé de trois alcools phénoliques. Ils sont situés
dans la paroi cellulaire et sont abondants, mais sa structure n'est pas claire.[20]

Les lignines sont insolubles dans l'eau et la plupart des solvants organiques, ce qui les rend
difficiles a extraire.

Les monomeéres basiques peuvent étre assemblés de diverses maniéres pour former des
structures tridimensionnelles, hautement ramifiées.[19]

Alcool p-coumarylique ‘ Alcool coniférylique Alcool sinapylique
CH,OH CH,0H CH,OH
OCHj,4 H;CO OCH;,4
OH OH OH

Figure 6 : Principaux constituants de lignine
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3.1.4 Les Lignanes:

Les Lignanes sont formés par la condensation structurale de deux unités phénoliques, de types
monolignol. 1ls sont apparentés aux lignines, ils sont largement distribués dans les plantes. Ce
sont des composes phénoliques, biologiquement actifs, non nutritifs, non caloriques. [19] [21]

0

(R)

HO (R)

OH

(H

Unité de phénylpropane C6-Cs Sauriol A (lien B-B ") Rufescidride

Figure 7 :Exemples des structures chimiques des Lignanes

3.1.5 Les coumarines :

Les coumarines sont également un dérivé Ce-Cs, un hétérocycle contenant de l'oxygéne, dont la
structure de base est Benzo-2-pyrone. Ce sont des composés phénoliques cyclisés, dont la
plupart sont dérivés des acides t-cinnamique et p-coumarique. Cependant, leurs voies de
biosynthese peuvent varier d'une espéce a l'autre. IIs existent dans la nature a 1’état libre ou liés
aux sucres. [19] [21]

Tableau XVI:Principaux types de coumarines

Structure R6 R7 R8 Dénomination
H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
R6
C =0
R7
R8
OCHjs OH H Scopolétol
OCHs OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol
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3.2 Les flavonoides :

Les flavonoides constituent la plus importante catégorie des composes polyphénoligues naturels,
qui sont largement répandus dans les plantes vasculaires, ils interviennent dans la
pigmentation des fleurs, fruits et parfois les feuilles et la défense contre le rayonnement UV, les
herbivores et les bactéries, on les trouve dissous dans les vacuoles des cellules a 1’état
d’hétérosides ou comme constituant de chromoplastes.[28] [16]

Par définition, les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base de quinze
atomes de carbone, constituant de deux noyaux aromatiques A et B et un hétérocycle central
de type pyrane C formant une structure C6-C3.

Figure 8 : squelette de base des flavonoides [19].

Les flavonoides sont subdivisés en sous-classes, selon la structure de I’hétérocycle C. Il existe
dans chaque sous-classe de nombreux composés, selon les substitutions des cycles aromatiques.
La plupart des flavonoides sont glycosylés, ce qui augmente leur solubilité  dans1’eau (Crozier
et al. 2009).

3.2.1 Les flavones :

Les flavones présentent une double liaison en position 2-3, et le noyau aromatique Best fixé en
position 2, ils sont présents sous forme de 7-O-glycosides.

Les flavones sont principalement présentes sous forme de glycosides de lutéoline et d’apigénine
(figure 9).

De maniére géneral les flavones sont moins répandues dans les fruits et légumes que les
flavonols. [29]
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Ry
OH
HCx (]
R
OH O
Fi1=F.=H Apigénine
B,= OH . R-—=H Lutéoline
B =F.->= OCH; Tricine

Figure 9 : structure des flavones [19].

3.2.2Les Isoflavones :

Les Isoflavones se différencient des flavones par la fixation du noyau benzénique B au carbone
3 de I’hétérocycle, elles présentent de fortes similitudes avec les cestrogenes.

En effet, la présence de groupements hydroxyles en C7 et C4’ leurs donne une structure
similaire au 17-B-cestradiol, leurs conférant, ainsi, des propriétés pseudo-hormonales dont celle
de se lier aux récepteurs, aux cestrogénes. Ainsi, elles sont nommées phyto-estrogene [29].

Isoflavone

Figure 10 :Structure des Isoflavones. [30].

3.2.3Les Flavanols :

Les Flavanols existent sous forme de monomeres également appelés catéchines, ainsi que sous
forme de polymeres, les proanthocyanidines.

Les Flavanols présentent un hétérocycle C saturé, auquel s’ajoute une fonction hydroxyle  en
Cs.

La présence de deux centres chiraux en C2 et C3 donne 4 isomeres potentiels pour chaque
niveau d’hydroxylation du cycle B. Dans les végétaux, les monomeéres principaux sont la (+) -
catéchine et son isomére 1’(-)-épicatéchine (figure 11) [29].
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OH OH

HO N
g
- OH . -
(+)-catéchine (-)-épicatéchine

Figure 11 : Structure des Flavanols[19].

3.2.4 Les flavonols :

Les flavonols correspondent aux dérivés hydroxylés des flavones, les composés principaux sont
le Kaempferol, la quercétine, 1’isorhamnétine (figure 12) et la myricétine. Ils sont le plus
souvent présents sous forme de glycosides avec une molécule de glucose ou de rhamnose, ce
sont les flavonoides les plus répandus dans le régne végétal a I’exception des algues et des
champignons. [29][28].

R,;=H Kaempférol
E,= 0OH Quercétine
B =0OCH; Isorhamnétine

Figure 12 :Structure des flavonols [19]

3.2.5Les Flavanones :

Les Flavanones sont caractérisees par I’absence de la double liaison entre C2 et C3, et par la
présence d’un centre de chiralité en C2, le plus souvent glycosilées par un disaccharide  en
C7, on distingue deux sous-familles : les rutinosides et les néohespéridosides (figure 13) [29]
[16].
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Flavanones

Génines , Hétérosides

5 7 'y OH O '

Naringénine OH OH OH R = néohespéridoside : Naringine

Figure 13: Structure des Flavanones [30].

3.2.6Anthocyanidines:

Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,
rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin,les
composes les plus courants sont la pelargonidine, la cyanidine et la malvidine (figure 14) [16].

R =Rz = H: pelargonidine
R =OH, R2 = H: cyanidine
Rs=Rz= OCH;: mahvidine

Figure 14: Structure des anthocyanidines [16]

3.3 Lestanins:

Les tanins sontdes polyphénols a haut poids moléculaire qui peuvent précipiter les protéines
a partir de leurs solutions aqueuses. Ce sont des métabolites secondaires des plantes supérieures
que l'on trouve dans pratiquement toutes les parties des végétaux (écorces, racines, cladodes,
fruits, etc.) ou ils jouent le r6le d'armes chimiques défensives contre certains parasites.

La résultante du tannage est I'établissement de liaisons entre les fibres de collagene de la peau,
ce qui confere a cette derniere une résistance a l'eau et a la chaleur. Cette aptitude des tanins a
se combiner aux macromolécules explique qu'ils précipitent la cellulose,les pectines, les
protéines. Elle explique également leur astringence, cette apreté caractéristique: en précipitant
les glycoprotéines riches en proline que contient la salive, les tanins font perdre a celle-ci son
pouvoir lubrifiant.

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique [22].
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3.3.1Tanins hydrolysables:

Sont constitués d’un noyau central-le glucose-et de chaines latérales(en position 1,2,3,4, ou 6
sur le glucose)comprenant 1 a n monomere(s)d’acide phénol.

IIs sont a leur tour divisés en tannins galliques et tannins ellagiques, ce groupe de tanins est
caractéristiques des Dicotylédones.

Ces tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins(en
fonction de leur poids moléculaire) dans 1’eau, en formant des solutions collodales. [1].

COOH "\C—O <O(—-,
HO—"\ >¥
"\ t; 4
v’;’ \ 4 )
HO oH MO  o-C
oH o
G AEDE GALLIQUE ACIDE ELLAGIQUE
Ho A, .ot
|
oH P
O J\ CH;
\ %r s o”a = 'o‘ ol
— | Q
o \\ L \. }_\\_/(' ok "’ a ’_\
"o, "\ it oH F o e T SR ol
'\ 0 Q.0 Q P
toas P
< “\; ojo O
HO
o OH
S B S1A
\r'* o oH HOOC
HO OH oH

ACIDE TANNIQUE (ELLAGITANN
ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

Figure 15:Structure des tanins hydrolysables[23].

3.3.2Tanins condensés

Tannins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent fondamentalement des tannins
hydrolysables par I’absence de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle
des flavonoides. Les proanthocyanidines sont des polymeres constitués d’unités flavane reliées
par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6[16].

IIs ont été identifiés dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres [22].
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Figure 16: Structure chimique d’un tanin condensé (proanthocyanidine) [16].

Actuellement, 1’utilisation des tanins couvre un vaste domaine allant de la bactériologie,
virologie a I’hématologie traduisant ainsi leur importance dans la médecine humaine.

4 Biosynthése des composés phénoliques:

La biogenése des composés phénoliques se fait par deux grandes voies principales ; la voie
d’acide shikimique et la voie d’acétate.

4.1 La voie de shikimate:

C’est la voie la plus importante. C’est la condensation de phosphoenolpyruvate et 'érythrose-4-
phosphate et subit a une série de réactions qui conduisant a la formation d’acide chorismique.
Ce dernier est réarrangé grace a la chorismatemutase en acide préphéniquequi est un point
d’embranchement pour la synthése des acides aminés aromatiques qui sont les précurseurs
des composés phénoliques.

Apreés oxydation, I’acide p-hydroxyphénylpyruvique se forme pour générer 1’acide cinnamique
[19].

4.2 La voie d’acétate:

La glycolyse et la béta-oxydation conduisent a la formation d'acétyl-CoA, qui produit du
malonate. C'est par cette voie qu'a lieu la cyclisation de la chaine polycétide, obtenue par la
condensation répétée d'unités « acétate » par carboxylation de lI'acétyl-CoA. La réaction est
catalysée par l'acétyl-CoA carboxylase [19].

5 Pharmacocinétique:
5.1 Absorption:

La structure des molécules va déterminer leur taux d’absorption:

Les formes aglycones des polyphénols sont en général rapidement absorbées dans 1’estomac et
I’intestin gréle. Cependant, la plupart des polyphénols sont présents dans les aliments sous
forme de glycosides, d’esters ou de polymeéres qui ne sont pas absorbés sous forme native [24].
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Les glycosides sont hydrolysés tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire de la microflore
colique qui dispose des enzymes capables de cliver les liaisons B osidiques [25].

Les aglycones libérés sont en partie absorbés au niveau du célon mais de maniere nettement
moins efficace que dans I’intestin gréle ou la surface d’échange est plus grande et le nombre de
transporteurs plus conséquent[26].

Les aglycones non absorbés sont ensuite metabolisés par la flore colique en acides aromatiques
plus simples par ouverture de 1’hétérocycle.

5.2 Distribution:

Les polyphénols ingérés peuvent pénétrer dans les tissus et organes, en particulier au niveau
des lieux de métabolisation comme l'intestin et le foie

Toutefois, les polyphénols ont également été détectés dans des organes tels que le cerveau, le
ceeur, les reins, le thymus, le pancréas, la prostate,les concentrations en polyphénols dans ces
tissus ¢taient de 30 a 3000 ng d’équivalents aglycones/g de tissu selon le polyphénol considéré,
la dose administrée et le tissu analysé [26].

5.3 Meétabolisme:

Deux compartiments considérablement importants pour le métabolisme des composés
phénoliques :

*Les tissus (foie et les reins) : ou des enzymes de biotransformation agissent directement
sur les flavonoides aglycones ainsi que sur des métabolites coliques absorbés, ces
enzymes sont principalement localisés au niveau du foie, des reins, ainsi qu’au niveau de
I’intestin gréle.

« Colon : ou la microflore colique dégrade les flavonoides aglycones libérés (aprés hydrolyse
des glycosides) par ouverture de leur hétérocycle aux différents endroits selon le type de
flavonoide concerné

5.4 Elimination :

Les polyphénols sont principalement excrétés par les voies biliaire et urinaire.

L’implication de chacune de ces voies dépend principalement de la structure des molécules.
Ainsi, les métabolites hautement conjugués seront principalement éliminés dans la bile tandis
que les petits conjugués comme les monosulfites seront préférentiellement éliminés par voie
urinaire [27].

Les métabolites sont déversés via la bile dans le duodénum et peuvent ensuite étre hydrolysés
par les B-glucuronidases de la flore colique libérant ainsi les formes aglycones qui peuvent étre
réabsorbées au niveau de la muqueuse colique établissant ainsi un cycle entérohepatique [26].
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6 Propriétés thérapeutiques :

Nombreux effets thérapeutiques décrits des polyphénols [26], qui sont illustrés dans la figure
ci-dessous :

|uuuluununnu”.

| Régulation designalisation

' Modulation d'enzymes

A
EamaellE
A

| Effets épigénétiques

- Réduction d'insulino-résistance

Effets anti-inflammatoire

| Activité antimicrobienne

Figure 17 :Principaux effets thérapeutiques des polyphénols
7 Dosage des polyphénols totaux :
7.1 Dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu:

7.1.1 Historique:

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été decrit en 1965 par
Singleton et Rossi.

Depuis, son utilisation s’est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux
d’origines diverses. [30]
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7.1.2 Objectifs :

Ce dosage est utilisé en routine aprés I’avoir adapté, afin qu’il réponde aux objectifs suivants :
» Estimation globale des différentes classes des polyphénols.

» Traiter un nombre important d’échantillons et ce a partir de faible quantité de matiere
végeétale.

> Etre transposable & tout type de tissu de I’arbre (bois, feuilles, racines...).[31]

7.1.3 Principe :

C’est un dosage colorimétrique non spécifique s’effectue a partir des extraits végétaux aqueux
par le réactif de Folin-Ciocalteu qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1204O) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040)'

Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstene et de
molybdene, la coloration bleu foncé produite, dont 1’absorption maximale est comprise entre
725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
vegétaux. [31] [32]

OH OH
Folin Reagent
| (Mo®*W**)

o

2
(e -

Reduced Folin

Reagent
( M060,W60)

o‘\\
! ~a!’/

Figure 18 : Dosage des polyphénols par folin ciocalteu
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1 Historique :

Depuis I’antiquité, I’homme a utilisé certaines techniques d’extraction pour séparer des espeéces
chimiques naturelles présentent dans des végétaux ou des organes d’animaux, parmi ces
méthodes on trouve la macération, qu’est utilisée pour produire une bouillie qui peut étre
séparer physiquement en fractions solides et liquides [33].

2 Principe d’extraction solide-liquide :

L’extraction solide-liquide consiste a transférer un composé dans une matiére premiére solide
vers un solvant dans lequel est soluble et facilement isolable.

Le solide broyé en poudre avant I’extraction, est trempé dans le solvant a température ambiante
nécessite un long temps de contact avec le liquide [34].

3 Mécanisme d’extraction :

L‘extraction solide/liquide est réalisée par contact intime entre le solide et le solvant. Au cours
de I‘extraction, la concentration du soluté dans le solide varie sans interruption, ce qui explique
un état non stationnaire de transfert de matiére. Une série de processus successifs a eu lieu en
traduisant 1‘interaction entre le solide contenant.Initialement le soluté, et le solvant effectuant
la séparation ; ces processus concernent : [35].

1. Diffusion du solvant au sein de la matrice solide,
2. Dissolution du soluté dans le solvant,
3. Diffusion du soluté dissous dans le solvant de la matrice solide vers la surface,

4. Transfert par convection ou diffusion du soluté contenu dans la solution prés du solide vers
la masse restante du solvant.

Une extraction liquide-solide peut se faire par un ou une combinaison des mécanismessuivants
: Adsorption, partage d’ions, échange d’ions,complexation, chélation.

3.1 Adsorption :

La technologie de séparation par adsorption est le processus au cours duquel des molécules
d’un fluide (gaz ou liquide), appel¢ adsorbat, viennent se fixer sur la surface d’un solide, appelé
adsorbant. Il existe deux types de processus d’adsorption : adsorption physique (ou
physisorption) et adsorption chimique (ou chimisorption).[36].

3.2 Partage d’ions :

Elle est basée sur I’utilisation des phases greffées obtenues par synthése. Sur un noyau
généralement inerte vis-a-vis des solutés a séparer ; on greffe des groupements actifs. La
séparation n’est plus fondée sur une adsorption mais sur un partage des solutés entre la phase
greffée et la phase mobile. [36].

3.3 Complexation :

Les interactions complexantes ou interactions métal-ligand sont dues a la formation de liaisons
datives (liaison de coordination). Elles sont fondées sur les réactions de formation de complexes
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entre un soluté a séparer (ion métallique) et un ligand fixe dans la phase stationnaire par liaisons
ioniques et/ou covalentes.[37].

3.4 Chélation :

Les hétéroatomes des groupes fonctionnels sont capables de chélater les métaux. Les atomes
les plus fréquemment utilisés sont l'azote, I'oxygene et le soufre. La nature du groupe
fonctionnel donnera une idée sur la sélectivité du ligand vers les métaux.[37].

3.5 Echange d’ions :

L*échange d’ions est un procédé dans lequel les ions d’une certaine charge contenus dans une

solution (par exemple des cations) sont éliminés de cette solution par sorption sur un matériau
solide (I’échangeur d’ions), pour étre remplacés par une quantité équivalente d’autres ions de
méme charge émis par le solide. Les ions de charge opposée ne sont pas affectés. Les réactions
d'échange d'ions sont réversibles et sélectives.

L’échange d’ions est a la base d’un grand nombre de procédés chimiques qui peuvent se classer
en trois catégories principales : substitution, séparation et élimination [37].

4  Types d’extraction solide-liquide :
4.1 Techniques conventionnelles :

4.1.1 Extraction par ’appareil de Soxhlet:

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment
le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1’épuisement complet du soluté dans la
matiere premiére[38].

Le schéma d’un appareil Soxhlet est représenté sur la figure19 :
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01 | Agitateur magnétique

10 02 | Ballon a col rodeé

1 03 Retour de distillation (tube d'adduction)

04 | Corpsen verre

05 Filtre

11

06 | Haut dusiphon

07 | Sortie du siphon

08 | Adaptateur d'expansion

09 Condenseur

|
(]
 ye |
2 \ 11 Entrée de l'eau de refroidssement
e > @
\ )

Figure 19 : Représentation schématique d’un extracteur de Soxhlet [39]

10 Sortie de I'eau de refroidissement

4.2 Techniques nouvelles (non-conventionnelles) :

4.2.1 Extraction assistée par microondes :

Les rayonnements micro-ondes sont des ondes électromagnétiques qui se propagent dans le
vide a la vitesse de la lumiere. Elles sont caractérisées par une fréquence comprise entre 300
MHz et 30 GHz, c'est-a-dire par une longueur d’onde comprise entre 1 m et 1 cm. Sur le spectre
électromagnétique,elles sont situées entre les radiofréquences et les infrarouges.[40]

Longueur 49" 10 10" 10" 10! m*’ 1u’ m“ 1u5 1|:|E m’ 104’ 1{:n m‘“ g1 1072

m T T T |
< o s o w
é — '“E‘agnrﬂmm%
e IJEI visible |]|:|
Fréquence 10" 10" 10" 10° § 10" 10" 10" 10" 10" 10™ 10" 10" 10" 10" 10
He) it
Energie 10 10° w07 w® w§ w* 1w® w® w' 1w w 1w 1w w w 1w
T T T T €11 T T T T 1
—— 12.2 cm
2.45 GHz

@ -

Figure 20 : Spectre électromagnétique.[40]
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Les fréquences utilisables par les applications industrielles des micro-ondes sont réglementées
pour éviter le risque d’interférence avec la radiocommunication et les radars, qui sont les
principales utilisations des micro-ondes. La fréquence de 2,45 GHz (A = 12,2 cm) est
géneralement utilisée. Le transfert de chaleur par micro-ondes représente une propriété
intéressante et est donc utilisé dans le domaine de 1’extraction des huiles essentielles. [40]

Les procédés d’extraction assistés par micro-ondes :

L’extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESMO)
L’entrainement a 1air assistée par micro-ondes (EAMO)
L’hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite (VMHD)
L’hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDMO)

vV V V V V

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM).

4.2.2 Extractions par ultrasons :

L’extraction assistée par ultrasons est une technologie émergente utilisée pour l'extraction des
composés naturels. Ces composes sont souvent extraits par la méthode conventionnelle qui dure
de nombreuses heures. L’utilisation des ultrasons permet d’effectuer des extractions en
quelques minutes avec une reproductibilité élevée, ce qui simplifie I’opération et donne une
plus grande pureté au produit final. Les ultrasons interagissent avec le matériel végétal et
modifient ses propriétés physiques et chimiques. Un effet de cavitation est créé, ce qui facilite
la libération décomposée extractibles et améliore le transfert de matiére en perturbant les parois
cellulaires des plantes. Le choix approprié du solvant et de la température permet une meilleure
extraction des composés phénoliques. [41]

CAVITATION ACOUSTIQUE

I T T % %1

Compression Compression Compression Comprassion

\ANAWAWAWI
VAVEVEVEV,

Décompression Décompression Décompression Décompression Décompression

. @ & ‘ 5000°C

2000 ats

Formation __y,  Labulle grossitdans 5, Elleatteintsa _,, Effondrement
des bulles des cycles successifs taille instable suivi de violence

Figure2l : Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore [41]
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4.2.3 Extraction accélérée par solvants :

11 s'agit d'une technique d’extraction rapide, entierement 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 dapplications et la manipulation des matrices acides et
alcalines.[43]

Préparation d"échantillon

Chauffage et pressurisation
des cellules (équilibre)

Remplissage des cellules
avec le solvant

Chargement des cellules
d'extraction dans le

systéme d'ASE
|

T

'

Extraction statique

E

Passage des cellules dans le
four

T

Purge du solvant a partir
du systéme d'extraction
par gaz inerte

Rincage des cellules avec
du solvant frais

!

Déchargement des cellules

Figure 22 : Les différents étapes d’extraction par solvant accélérée.
5 Facteurs influengant les performances de I’extraction :

5.1 Taille des particules :

Généralement 1’effet du broyage est positif sur les opérations d‘extraction. Le broyage du
solide permet d‘intensifier les phénomenes de transfert du solvant a travers 1‘augmentation de
la surface spécifique (surface d‘échange entre le solvant et le solide) mais également la
réduction de la distance de pénétration dans le matériel. [38]

5.2 La nature du solvant :

Un solvant est, par définition, une substance qui a le pouvoir de former avec d‘autres substances
une solution homogene (Gerin 2002). Un solvant d‘extraction est choisi en fonction de :

e Ses propriétés physiques
e La nature des substancesa dissoudre,

e Ses caractéristiques économiques et son prix de revient.

Les solvants organiques de polarité faible ou nulle ne dissolvent les substances dont la structure
comporte surtout des chaines ou groupements hydrophobes Les solvants polaires tels que
I‘acétone, 1°cau dissolvent les substances riches en groupements hydrophiles. Certains solvants
par mélange avec des proportions variables d‘eau agissent comme des agents tantot
hydrophobes (éthanol absolu, éthanol a 95°) tantét hydrophiles (éthanol a bas degré) [38]
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5.3 Latempérature :

Il est difficile de cerner de fagon simple 1‘influence de la température sur I‘extraction. Dans la
plupart des cas, les gammes élevées de température sont favorables au rendement d‘extraction
et ceci pour quatre principales raisons :

e La chaleur facilite I°extraction en perméabilisant les parois cellulaires par dénaturation,

e La gamme des hautes températures usuelles, augmente la solubilité des matiéres a
extraire,

o Elle augmente les coefficients de diffusion,

e Enfin, elle diminue la viscosité des solvants d‘extraction, ce qui facilite non seulement le
passage du solvant a travers la masse de substrat solide, mais aussi les opérations
ultérieures de séparation.

La limite supérieure de la température est imposée par le point d‘€bullition du solvant, par les
risques de :

e Dégradation thermique du soluté

e Risques d‘extraire des composés nuisibles [35]

5.4 Temps dextraction :

Les quantités de substances extraites sont en fonction du temps de séjour du matériel au sein du
solvant (temps nécessaire a la pénétration du solvant a I‘intérieur des vacuoles, dissolution du
composé etc.)

Généralement, une élévation de la température traduisant 1‘agitation moléculaire permet de
diminuer les temps de contact et ce, sans diminution notable du rendement. [35]

5.5 Degré d’agitation :

L agitation mécanique des particules dans le solvant permet leur maintien en suspension et
1'homogénéisation du milieu. Dans le cas de 1°extraction aqueuse, 1‘agitation permet de réduire
la résistance au transfert de solutés au niveau de 1‘interface solide liquide (couche limite) et
d‘augmenter Le coefficient de transfert. [35]

6 Le rendement d’extraction :

Un rapport entre quantité extraite et la quantité total dans en solution.Cette grandeur dépend du
rapport du volume des phases et pour une extraction effectuée avec un volume Vs de phase
organique et Ve de phase aqueuse le rendement s’écrit.[44]

Quntité de A

= x 100
Quantité totale de A

Page | 30



Chapitre IV
Plans
d’expérience



PARTIE THEORIQUE Chapitre 1V: Plans d’expérience

Au cours de ces derniéres années, avec le progres des logiciels, la méthode des plans
d’expérience a connu un essor spectaculaire et est aujourd’hui un outil indispensable a
I’amélioration de plusieurs procédés. Cependant, cette méthodologie est basée sur des régles
mathématiques strictes qui exigent une démarche rigoureuse de la part de
I’expérimentateur[45].

La méthode, une fois comprise, constitue une étape irréversible dans la carriére du technicien
qui ne pourra plus envisager de réaliser des essais sans utiliser un plan d’expériences[46].

1 Définition des plans d’expériences :

PEX est une méthodologie mathématique utilisée pour planifier et mener efficacement une
étude scientifique.

La méthode des PEX cherche a déterminer une relation entre 2 types de grandeurs :
» La réponse : qui correspond a la grandeur physique étudiée ;

» Les facteurs : qui correspondent aux grandeurs physiques modifiables par
I’expérimentateur et sensées influé sur les variations de la réponse.

Cette méthode conduit a établir un plan comportant le minimum d’expériences, tout en
apportant le maximum de précisions dans les résultats [46].

2 Notions statistiques :

2.1 Statistique :

La statistique est un ensemble de méthodes permettant de dégager les caractéristiques ou la
répartition des objets en fonction de criteres d’étude déterminés, ces méthodes tirent leurs
justifications théoriques de certaines constructions mathématiques.

2.2 Population :

une population est un ensemble fini d'objets (les individus ou unités statistiques) sur lesquels
une étude se porte et dont les éléments répondent a une ou plusieurs caractéristiques communes.

» Statistique d’une population :

e Moyenne :
Pour toute liste (X1, ..., Xn) de réels, on définit sa moyenne arithmétique par la formule :

1
Moyenne =y = Hz X;

n: le nombre d’individus,
Xi: la valeur du caractére pour 1’individu.

e Variance :

La variance est la mesure de la dispersion des échantillons autour de la moyenne.

1
Ve = —=n ) (- w?
i=1
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Ecart type : Il est donné par la relation suivante :

Ecarttype = o = Vvariance

2.3 Echantillon :

C’est un ensemble d'éléments choisis pour représenter une population étudiée statistiquement.

2.4 Caractére / Variable :

Une caractéristique de la population pouvant prendre différentes valeurs. Les variables peuvent
étre de différentes natures :

» Variables qualitatives et quantitatives.
> Variables indépendantes et variable dépendantes

» Variables contr6lées et non controlées.

2.5 Modalité :

Toute valeur que peut prendre une variable

2.6  Série statistique :

Ensemble des données recueillies pour un caractére donné a partir d’un échantillon

3 Notion d’expérience :

L'expérience est la connaissanceacquise a travers linteractionavec l'environnement.Une
expérience scientifique est une interaction avec l'environnement destinée a vérifier une
hypothésedans le cadre d'une théorierefutable. L'observateur definit et note précisément les
conditions de réalisation afin qu'elle soit reproductible. [47].

4 Principaux avantages des plans d’expériences

La méthode des plans d’expériences permet une interprétation rapide et sans ambiguité en
fournissant un modele expérimentale exact du systeme étudie et d’établir des relations  de
dépendance entre certaines factrices et certaines réponses [47].

Les principaux avantages de plans d’expériences :

» Diminution du nombre d’essais

» Possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs
» Détection des interactions entre facteurs

» Modélisation des réponses étudiées

» Une précision optimum des résultats

» La recherche d’un optimum
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5 Types de plans d’expérience :

5.1 Plans factoriels complets :

Le plan factoriel est obtenu lorsqu’au moins un essai pour chaque combinaison de facteur est
réalisé. Il est parfois nécessaire d’augmenter le nombre de niveaux d’un facteur afin de mieux
maitriser [’action de ce facteur. Dans ce cas il faut étre prudent, car le nombre d’expériences
augmente rapidement [48]

Plus le nombre de facteurs est élevé, plus le nombre d’essais devient grand. Ce nombre
augmente exponentiellement avec le nombre de facteurs. Pour cela il est rare de réaliser un
plan factoriel complet ayant plus de 5 ou 6 facteurs. Mais il est possible de diminuer le nombre
d’essais sans diminuer le nombre de facteurs d’ou les plans factoriels fractionnaires sont
inventés pour résoudre ce probleme.[49]

le nombre d'experience = n?P

5.2 Plans factoriels fractionnaires :

Les plans factoriels fractionnaires sont un des aspects les plus intéressants de la méthode  des
plans d’expériences. Ils donnent la possibilité de réaliser des plans factoriels a k facteurs avec
moins de 2k expériences. [48]

Les plans fractionnaires sont trés utiles et mettent en évidence 1’intérét primordial de la
méthode des plans d’expériences, qui est de permettre de diminuer considérablement le
nombre d’expériences nécessaires a la construction d’un mod¢le. Mais cependant, il est prudent
de garder un certain esprit critique face aux résultats que fournissent les plans fractionnaires.
[45]

5.3 Plans non factoriels :

Les plans non factoriels sont fréquemment utilisés en vue de répondre a certains objectifs
particuliers.

» Plans composites
> Plans de BOX-Behnken
> Plans de Doehlert

6 Notion de modélisation mathématique:

On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. Les dérivées
sont supposées constantes et le développement prend la forme d’un polynome de degré plus au

moins élevé.[46]
Yy =4y + Z a;x; + Z ai]-x,-x]- + z aiixiz + .-
Ou:

y : est la grandeur a laquelle s’intéresse I’expérimentateur ; c’est la réponse ou la grandeur
d’intérét,

Xi : représente un niveau du facteur i,

Xj : représente un niveau du facteur j,

a0, ai ,aij, aii : sont les coefficients du polynéme

Page | 33



PARTIE THEORIQUE Chapitre 1V: Plans d’expérience

7 Méthodologie expérimentale
Obtenir de bons résultats par un P EX implique les sept étapes suivantes : [47].
» Poser des objectifs :

Tous les objectifs doivent étre écrits, méme ceux qui ne semblent pas trés intéressants. Le
groupe devrait discuter des objectifs clés et des objectifs secondaires (Bons mais pas
vraiment nécessaires). La priorisation des objectifs vous aide a choisir la direction a prendre
en ce qui concerne la sélection des facteurs, les réponses et un plan particulier.

» Sélectionner les variables du processus et leurs plages :

Les variables d’un processus incluent a la fois les entrées et les sorties - ¢’est-a-dire les
facteurs et les réponses. 1l faut Inclure tous les facteurs importants.

o Etre prudent en choisissant les niveaux bas et haut des facteurs.

o Vérifier les réglages des facteurs pour des combinaisons non pratiques ou impossibles
» Choisir un plan expérimental :

Le choix d’un plan expérimental dépend des objectifs de 1’expérience, du nombre de facteurs
a etudier et de la quantité de ressources disponibles.

» Exécuter le plan :
Les expériences du plan sont réalisées et les résultats des essais (réponses) sont rassemblés.
> Verifier que les données sont cohérentes avec les hypothéses expérimentales :

Dans tous les modéles, nous formulons des hypothéses et nous exigeons également
que certaines conditions soient approximativement remplies a des fins d’estimation.

» Analyser et interpréter les résultats :

En supposant I’existence d’un mod¢le de départ que nous souhaitons I’adapter a nos données
expérimentales et que I’expérience ait été congue correctement pour notre objectif, la plupart
des progiciels P EX analyseront ces données et peuvent fournir plusieurs statistiques
numériques ainsi que graphiques.

> Présenter les résultats
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Démarche
expérimentale

Figure 23 :Méthodologie expérimentale
7.1 Objectifs d’utilisation des plans d’expériences : [50].
7.1.10bjectif de criblage :

Il existe souvent de nombreux facteurs possibles, dont certains peuvent étre critiques et d’autres
qui ne peuvent avoir que peu ou pas d’effet sur la réponse. En tant que but en soi, il est peut-
étre souhaitable de réduire le nombre de facteurs a un ensemble relativement petit (2 a 5), de
maniére a concentrer I’attention sur le contréle de ces facteurs.

Les expériences de criblage sont un moyen efficace, avec un nombre minimal de tests, pour
déterminer les facteurs importants.

7.1.20Dbjectif de modelisation :
L’exploitation des modéles peut répondre a plusieurs objectifs :

» Objectif de prédiction :
Un modéle mathématique obtenu peut étre utilisé pour prédire une réponse a un point
quelconque dans les limites des domaines expérimentaux.

> Objectif d’optimisation :
Une optimisation est effectuée pour déterminer les valeurs des entrées du processus a utiliser
pour obtenir la sortie du processus souhaitée. Les objectifs d’optimisation habituels peuvent
étre de maximiser le rendement d’un processus, de minimiser le temps de traitement
nécessaire a la fabrication d’un produit ou d’atteindre une spécification du produit cible.

> Objectif d’optimisation multi-réponse (Equilibrer les compromis) :
L’objectif est de déterminer les parametres des facteurs permettant d’optimiser
simultanément (un compromis) plusieurs réponses.
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PARTIE PRATIQUE MATERIELS ET METHODES

L’étude pratique a eu lieu au niveau du laboratoire de chimie analytique de département
pharmacie de la faculté de médecine d’universit¢é Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou afin
d’optimiser une méthode d’extraction des polyphénols totaux des différents organes de figuier
de barbarie (cladodes, fleurs, écorces et graines).

1 Matériels :

1.1 Matieres premiéeres :
Les matiéres premiéres utilisées dans ce travail sont :

> Raquettes

> Fleurs

> Ecorce
> Graine
1.1.1Récolte :

Les conditions de récolte de différents organes du figuier de barbarie ; Opuntia ficus-indicasont
réunies dans le Tableau ci-dessous :

Tableau XVII:Récapitulatif des conditions de récoltes

Nom Lieu de Date de Organe Stade de Saison
botanique récolte récolte développent
Opuntia ISSER- Janvier 2022 | Cladodes | Cladodes jeunes | Hiver
ficus-indica | BOUMERDES | Mai 2022 Fleurs Fleurs jeunes Printemps
Juillet 2022 | Fruits Fruits mars Eté
(estimé
visuellement

L’espéce de figuier de barbarie Opuntia ficus-indica étudiée a été identifiépar Dr MOKRANI
(maitre-assistant en botanique médicale de la faculté de médecine Tizi-Ouzou).

1.2 Réactifs :

Les réactifs utilisés dans ce travail sont illustrés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau XVII1:Réactifs utilisés dans le présent travail.

Réactif Propriétés physico- Source Précautions d’emploi
chimique
FB:H20 Laboratoire de Aucune
Eau distillé Mr=18,01528 g/mol | chimie analytique

N CAS:7732-18-5
P: 0.9982g.cm-3

Ethanol absolue

FB:C2H50H
Mr:46.07g/mol
NCAS : 64-17-5
P:0.789g9.cm-3

Sigma-Aldrich

Acétone

FB:C3H60
Mr:58.08g/mol
N CAS:67-64-1
P:g.cm-3

Biochem

Acetonitrile

FB:C2H3N
Mr:41,05g/mol
N CAS: 75-05-8
P:0.7869.cm-3

Sigma-Aldrich

Folin ciocalteu

FB:C10H5Na05S
MR:344,3203g/mol
N CAS:521-24-4
P: 1024g9.cm-3

Sigma-Aldrich

Carbonate
de sodium

FB:Na2CO3
Mr:84,007g/mol
N CAS:497-19-8
P: 2.54g9.cm-3

Fluka

Acide gallique

FB:C7H605

Mr:170.12g/mol
NCAS:149-91-7
P:1.694 g.cm-3

Biochem

Acide
cinnamique

FB:C9H802
Mr:148.1586g/mol
N CAS:140-10-3
P: 1.2475g.cm-3

Biochem

Acide caféique

FB:C9H804
Mr:180.16g/mol
N CAS:311-39-5
P:1.478:9.cm-3

Sigma-Aldrich

Acide
coumarique

Mr:164.15 g/mol
FB:C9H803
N CAS:501-98-4

Sigma-Aldrich
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1.3 Appareillage et équipements :

Les appareils utilisés dans ce travail sont mentionnés dans le tableau ci-dessous:
Tableau XIX:Appareils et équipements utilisés.

Appareils Spécifications Usage Photo
swwvsssssve R AL A
spectrophotomet | PERKINELMER Mesurer : :
re UV-visible Lambda25 L’absorbance | ——
Double faisceaux =3
Vortex IKA MS3 Agitation
e |
Balance KERN ALT 220-5DAM Pesée >
analytique \ii-& .
S
Etuve MEMMERT Séchage -
-—‘
- =
Distillateur NUVE Distillation L
d’eau =
— i _e=
HPLC SHIM- Pompe Lc20 at Séparation,
ADZU LC 20 dosage et
Injecteur SIL20 A obtention des
automatique chromatogram
Controleur CBM-20 mes
Compartiment | CTO-20 A
de la colonne
Colonne SHIMADZU
SHIM-pack
GIST C18
Détecteur Spectrophoto
métrie UV
visible
SPD-20 AV
Logiciel LC-solution

d’exploitation
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1.4 Verrerie et autres :

La verrerie et les autres matériels utilisés au cours de notre pratique sont mentionnés dans le
tableau ci-dessous

Tableau XX:Matérielsutilisés

Verrerie : Autres
Fioles 20ml, 25ml, spatules -
50ml, 100ml J -
p Micropipette >
CE a0 LA
Béchers >
,"IZT. e 4 i /
% > Pro-pipette
Pipettes jaugés 1ml, /
2ml, 5ml, 10ml &
’ Gants
Embouts 4
Verre de montre _
Entonnoir I" Papier filtre
A\
Erlenmeyers k Filtre seringue
) ‘ e
- B Pissette L
Viale a HPLC - :
[ N ¢ D
' . Compte goute

2 Meéthode :

2.1 Enquéte ethnobotanique :

Le choix des organes de figuier de barbarie a analyser est basé sur une enquéte ethnobotanique
qui s’agit d’une étude statistique descriptive quantitative et qualitative menée aupres des
utilisateurs des plantes médicinales.

Elle consiste a recenser les informations liées a I’usage populaire traditionnel et actueldu figuier
de barbarie comme remede primaire quotidien.

Elle a été réalisée grace a I’utilisation d’un questionnaire et déroulée au cours de la période
allant de Décembre 2021 jusqu’au Mars 2022. (Annexe 1)
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2.2 Preparation des matieres premiéres :

La préparation des matiéres premieres est d’une importance principale pour toute analyse
fiable.
Les matieres premieres utilisées dans ce travail étaient préparées de la maniere suivante :

2.2.1 Préparation de la poudre des cladodes:

Les raquettes ont été nettoyées par élimination des glochides, rincer a 1I’eau de robinet puis elles
ont été découpées en petites bandelettes pour qu’elles séchent rapidement a I’air libre pendant
trois mois afin d’éliminer toute trace d’humidité.Elles ont été broyées et tamisées
jusqu’al’obtention d’une poudre fine et homogene qui sera utilisée dans I’extraction des
polyphénols.

La poudre des cladodes a été conservée dans des pots en plastiques hermétiquement fermés et
stockés a 1’abri de la lumiére pour éviter la dégradation des polyphénols

=-H-P

Cladodes frais Cladodes découpés Cladodes séchés Poudre des cladod:

Figure 24 :Etapes de préparation de poudre de cladodes

2.2.2Préparation de la poudre des fleurs :

Les fleurs ont été récolté saines et jaunatres pendant le printemps et sé€chées a 1’air libre pendant
un mois.

Fleurs fraiches Fleurs séchées Poudre de fleurs
Figure25 :Préparation de poudre des fleurs
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2.2.3Préparation de la poudre des graines et des écorces :

Le fruit récolté est lavé et essuyé afin de les débarrasser de tous débris cellulaires et organismes
potentiellement responsables de détériorations de leur qualité, séparation de 1’écorcede la
pulpe,ensuite récupération desgraines a partir de la pulpe.

Les écorces et les graines sont séchées a I’air libre pendant 15 jours.

Les graines et des écorces ont été broyées et tamisées jusqu’al’obtention d’une poudre fine et
homogene.

Enrea Poudre d’écorce

Fruit de figuier

Graines Poudre de graines

Figure 26 : Préparation de poudre des écorces et des graines

2.3 Etude gquantitative :

2.3.1 Plans d’expérience :

Cette étude a exigé des outils statistiques pour déterminer des conditions optimales pour la
réalisation de notre travail, nous avons opté pour un plan factoriel complet.

Pour cela nous avons fixé trois facteurs soupgonnés influents sur le rendement de 1’extraction :
Température, temps d’extraction et le solvant

Nous avons attribuédeux niveaux pour chaque facteur (niveau haut et niveau bas). Le nombre
d’expériences qui a été réalisé est : 23 =8.

Cette méthodologie permet d’obtenir le maximum d’information tout en rassurant a
I’expérimentateur plus de sureté et de précision sur les résultats attendus. Elle a pour objectif
d’optimiser les niveaux de facteurs étudiés pouvant influencer le rendement d’extraction.

La génération de la matrice d’expérience ainsi que 1’analyse statistique des résultats ont été
faites a I’aide du logiciel IMP.
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2.3.1.1 Choix des facteurs :

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs paramétres tel que la température, la durée
d’extraction et le solvant d’extraction.

Le solvant est le facteur le plus influent sur le rendement d’extraction sur les différents organes
et cela s’explique par la faite que la composition en polyphénols est variable d’un organe a un
autre.

La température est un parametre qui favorise 1’extraction.
La durée d’extraction est variable en fonction de 1’organe.

La réponse correspond a 1’absorbance des polyphénols contenus dans les différents organes du
figuier de barbarie.

Les facteurs ainsi que leurs niveaux ; bas et haut sont donnés par le tableau suivant :

Tableau XXII:Facteurs influencant la quantité de polyphénols.

Facteurs Niveau bas (-1) Niveau haut (+1)
X1 Solvant Eau distillée Acetonitrile
X2 Température 25°C 40°C
X3 Durée 15 min 45 min
d’extraction

2.3.1.2 Choix de la réponse :

Le nombre de réponse est spécifique a chaque étude, dans notre cas, la réponse choisies qui
permet de caractériser notre objectif est la concentration des polyphénols, qui représente le
résultat mesurable potentiellement influencé par les facteurs et leurs niveaux respectifs.

2.3.1.3 Construction du plan :

L’utilisation d’un plan factoriel complet nous permet d’obtenir les informations les plus fiables
en un minimum d’essais, dans le cas de notre étude, il y a trois facteurs (k=3) et chaque facteur
est définit par un niveau haut (+1) et un niveau bas (-1) qui seront constant pendant
I’expérimentation.

D’aprés la relation N=2"du plan factoriel complet (oU N est le nombre d’essais). Au final, le
nombre d’essais a réaliser pour déterminer les facteurs influencant I’extraction des polyphénols
s’éléve a 8 essais, chaque essai est répété 3 fois pour des raison de fiabilité, au final le plan
obtenu correspond a un plan factoriel complet a 24 essais.

La fonction qui lie la réponse aux facteurs est modélisée par un modeéle polynomial du premier
degré avec interaction(modéle PDAI|)

Y= aoX+aiXx1+axXx2+asXx3+a2Xx1x2+a13Xx1x3+a123Xx1x2%3
Y : Vecteur des réponses
X : matrice du modéle qui dépend des points expérimentaux choisis pour exécuter le plan
expérimental
A : Vecteur des coefficients
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A la fin du plan d’expérience nous auront un systéme a 8 équations et 8 inconnus. Pour ces
inconnus ils seront déterminés apres expérimentation du modéle postulé.

On peut représenter le plan soit par une matrice d’expériences (unités codées) ou bien par une
matrice expérimentale (unités non codées), les matrices sont présentées dans les tableaux ci-
dessous.

Ces representations sont importantes, car elles permettent une meilleure interprétation des
résultats.

2.3.1.4 Construction de la matrice :

Tableau XXII1:Matrice des effets en variables codés

Nombre Configuration | Durée Type  de | Température
d’expérience d’extraction | solvant

1 -1 -1 -1

2 —+ -1 -1 1

3 - -1 1 -1

4 ++ -1 1 1

5 +o- 1 -1 -1

6 +-+ 1 -1 1

7 ++- 1 1 -1

8 ot 1 1 1

Tableau XXIV: Matrice des effets en variables réelles

Nombre Configuration | Durée Type de | Température
d’expérience d’extraction | solvant

1 15 min Eau 25°C

2 -+ 15 min Eau 40°C

3 -+- 15 min Acétonitrile | 25°C

4 -++ 15 min Acétonitrile | 40°C

5 +-- 45 min Eau 25°C

6 +-+ 45 min Eau 40°C

7 ++- 45 min Acétonitrile | 25°C

8 +++ 45 min Acétonitrile | 40°C

2.3.2 Extraction:

2.3.2.1 Préparation des solutions d’extraction:

L’extraction de polyphénols a été faite selon la procédure d’extraction conventionnelle solide-
liquide sous agitation.

Peser 100mg de la poudre broyée de chaque organe dans un erlenmeyer, ajouter 20ml de solvant
d’extraction : eau distillée ou acétonitrile et procéder a ’extraction en agitant tout en variant la
durée d’agitation (15min et 45 min) et la température (25°C ET 40°C), puis filtrer les solutions
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I’aide de papier filtre et doser les polyphénolsdes extraits dans les mémes conditions que
1’étalon.

2.3.3Etalonnage :

Pour déterminer la concentration des polyphénols totaux dans notre échantillon a partir des
absorbances obtenues, I’utilisation d’une courbe d’étalonnage est indispensable.

2.3.3.1 Préparation de la solution mere étalon (Sm) :

Dans une fiole de 50ml, peser 100 mg d’acide gallique, faire dissoudre a 1’éthanol absolu puis
compléter au trait de jauge.

2.3.3.2 Préparation d’une série de dilutions a partir de Sm:

Une série de dilution préparée a partir de la solution mére d’acide galliquede la maniere suivante

l LN |

Dilution %

Dilution 5 Dilution 119 Dilution 15

Img/ml

0.4mg /ml 0.2mg/ml 0.1 mg/ml

Dilution 1/2 :

Prélever 10ml de la solution mére a 1’aide d’une pipette jaugée de 10ml, les verser dans une
fiole de 20ml et compléter au trait de jauge avec de 1’eau distillée.

Dilution 1/5 :

Prélever 5ml de la solution mére a 1’aide d’une pipette jaugée de 5ml, les verser dans une fiole
de 25ml et compléter au trait de jauge avec de 1’eau distillée.

Dilution 1/10 :

Prélever 2ml de la solution meére a 1’aide d’une pipette jaugée de 2ml, les verser dans une fiole
de 20ml et compléter au trait de jauge avec de 1’eau distillée.

Dilution 1/20 :

Prélever 1ml de la solution mére a 1’aide d’une pipette jaugée de 1ml, les verser dans une fiole
de 20ml et compléter au trait de jauge avec de 1’eau distillée
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Figure 27 :Solutions étalon.

2.3.4 Méthode de dosage :

2.3.4.1 Préparation des reactifs :
» Carbonate disodique :

On prépare une solution a 20% (m/v), dans une fiole de 100ml, peser 20g de bicarbonate  de
sodium anhydre, faire dissoudre dans ’eau distillé puis compléter jusqu’au trait de jauge.

» Réactif de Folin-Ciocalteu:

On prépare une dilution au 1/10 : dans une fiole de 20 ml on met 2 ml du Folin concentré et
compléter jusqu’au trait de jauge avec I’cau distillée et homogénéiser le mélange par
agitation.La conservation du réactif se fait & I’abri de la lumicre et a température ambiante.

2.3.4.2 Préparation du blanc :
Prélever a ’aide d’une pipette jaugée 500uL d’eau distillée+ 500ul d’éthanol+ 1ml du folin,
laisser agir pendant 3 min et ajouter 5ml de la solution carbonate disodique Na2CO3.

2.3.4.3 Dosage des polyphénols totaux par réactif de folin ciocalteu:

L’¢tude bibliographique nous indique que le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon
plusieurs protocoles qui sont résumés dans le tableau ci-dessous. [ 31]

Le choix de protocole de dosage été établie selon la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
ayant un coefficient de corrélation proche de 1.

Tableau XXI: Protocoles de dosage effectués

Echantillon Réactif de foin Bicarbonate Longueur
dilué en 1/10éme d’onde (nm)
Protocole 1 1000ul 1000ul 10ml 750 et 765nm
Protocole 2 500ul 500ul 5ml 765nm
Protocole 3 500ul+2ml 1000 pl 5ml 760nm
d’eau distillé
Protocole 4 1000pl +2ml 1000ul 10ml 760nm
D’eau distillée
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Figure 28: Solutions étalons doses par le réactif de Folin ciocalteu

Prélever a I’aide d’une pipette jaugée 500uL d’échantillon, rajouter 2ml d’eaudistillée et 1ml
du folin, laisser agir pendant 3 min et ajouter 5ml de la solution carbonate disodique Na2CO3.

Les solutions ainsi préparées, sont analysées par spectrophotométrie UV-visible a une longueur
d’onde de 760 nm.

Le protocole de dosage retenu est résumé dans le schéma ci-dessous :

500pl d°échantillon

R 2

2ml d’eaun distillée

¥

1000ul de folin

Apres 3min ‘

5mil de carbonate disodique

2.4 Etude qualitative :

L’analyse qualitative des composés phénoliques présents dans les différents extraits de
I’especeOpuntia ficus-indica a été réalisee par chromatographie liquide & haute performance
(CLHP), qui est une technique de séparation fiable et précise.
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2.4.1 Conditions chromatographiques :

Les conditions opératoires de la CLHP sont réunies dans le tableau ci-dessous :

Tableau XXV:Conditions chromatographiques

Colonne Longueur 25cm
Diamétre 4.6 mm
Taille des particules 5um
Phase stationnaire Gel de silice
octadecylesilyle
(C18)
Détecteur Spectrophotometre UV-visible 280nm et 230nm
Volume injecté 10pl
Débit 1,2 ml/min
Phase mobile La phase mobile est constituée de deux solvants :

Phase A : Solution d’acide formique a 0,1%
Phase B: Acetonitrile grade HPLC a 0.4%

Mode d’élution Mode gradient
Le temps Phase A Phase B
0-3.2 min 96% 4%
3.2-32 min 96% » 0% |4% »100%
32-34.4 min | 0% 100%
34.4-40 min | 0% ™ 96% | 100% ™ 4%
40-46 min 96% 4%

Durée d’analyse 46min

Température Ambiante

2.4.2 Préparation des solutions :
2.4.2.1 Solutions standards :

Les standards utilisés dans cette étude qualitative sont :

> Acide gallique
> Acide caféique
> Acide p-coumarique

> Acide cinnamique.
2.4.2.1.a Préparation :

Dans des fioles de 50 ml peser 50.mg de chaque standard.Ajouter de I’eau distillée, agiter afin
de les faire dissoudre puis compléter avec 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

2.4.2.1.b Dilution:

A I’aide d’une pipette jaugée prélever un volume de 2 ml de chaque solution standard, dans des
fioles de 20 ml puis compléter avec ’eau distillée jusqu’au trait de jauge
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2.4.2.2 Solutions échantillons :

2.4.2.2.a Préparation

Dans des fioles de 20 ml peser 100 mg de poudre pour chaque organe du figuier de barbarie
(Raquettes, écorces, graines).

Ajouter un volume de solvant optimale pour 1’extraction de chaque organe, agiter pendant 15
min a 1’aide d’un agitateur puis compléter avec le solvant jusqu’au trait de jauge, filtrer et
centrifuger.

2.4.2.1.b Dilution :

A I’aide d’une pipette jaugée prélever 1 ml de chaque solution (solution raquettes, écorces et
graines) dans des fioles de 20 ml puis compléter avec 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
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1 Résultats
1.1 Plan d’expériences :
1.1.1Plan factoriel complet :

Les données obtenues ainsi que la réponse analytique pour chaque organe sont résumees dans
les tableaux suivants :

1.1.1.1 Les raquettes :

Tableau XXVI:Résultats obtenus pour les raquettes

N, d.e Duree. Solvant | Température | Absorbance | Rendement
I’expérience | d’extraction

1 -1 -1 -1 0,575 12,18%
2 -1 -1 -1 0,561 11,45%
3 -1 -1 -1 0,555 11,15%
4 -1 -1 1 0,582 12,55%
5 -1 -1 1 0,589 12,94%
6 -1 -1 1 0,583 12,61%
7 -1 1 -1 0,391 2,53%
8 -1 1 -1 0,397 2,83%
9 -1 1 -1 0,409 3,47%
10 -1 1 1 0,394 2,68%
11 -1 1 1 0,406 3,32%
12 -1 1 1 0,412 3,63%
13 1 -1 -1 0,59 13%

14 1 -1 -1 0,584 12,68%
15 1 -1 -1 0,579 12,42%
16 1 -1 1 0,621 14,63%
17 1 -1 1 0,627 14,94%
18 1 -1 1 0,618 14,47%
19 1 1 -1 0,399 2,95%
20 1 1 -1 0,452 5,74%
21 1 1 -1 0,425 4,32%
22 1 1 1 0,396 2,85%
23 1 1 1 0,417 3,79%
24 1 1 1 0,429 4,53%
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1.1.1.2 Les fleurs :

Tableau XXVI1I:Résultats obtenus pour les fleurs

N° de | Durée

Pexpérience | dPextraction Solvant |Température |Absorbance [Rendement
1 -1 -1 -1 0,41 3,53%
2 -1 -1 -1 0,415 3,79%
3 -1 -1 -1 0,406 3,31%
4 -1 -1 1 0,426 4,36%
5 -1 -1 1 0,419 4,01%
6 -1 -1 1 0,428 4,47%
7 -1 1 -1 0,466 6,47%
8 -1 1 -1 0,463 6,32%
9 -1 1 -1 0,468 6,58%
10 -1 1 1 0,48 7,21%
11 -1 1 1 0,485 7,47%
12 -1 1 1 0,482 7,32%
13 1 -1 -1 0,41 3,53%
14 1 -1 -1 0,419 3,98%
15 1 -1 -1 0,406 3,32%
16 1 -1 1 0,438 5,00%
17 1 -1 1 0,443 5,26%
18 1 -1 1 0,435 4,84%
19 1 1 -1 0,495 8,03%
20 1 1 -1 0,489 7,68%
21 1 1 -1 0,484 7,42%
22 1 1 1 0,512 8,89%
23 1 1 1 0,519 9,26%
24 1 1 1 0,509 8,74%
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1.1.1.3 Les écorces :

Tableau XXVIII:Résultats obtenus pour 1’écorce

N° de | Duree

Pexpérience | d*extraction Solvant |Température |Absorbance [Rendement
1 -1 -1 -1 0,45 5,63%
2 -1 -1 -1 0,448 5,52%
3 -1 -1 -1 0,446 5,38%
4 -1 -1 1 0,483 7,35%
5 -1 -1 1 0,489 7,67%
6 -1 -1 1 0,493 7,89%
7 -1 1 -1 0,501 8,30%
8 -1 1 -1 0,505 8,46%
9 -1 1 -1 0,499 8,20%
10 -1 1 1 0,52 9,31%
11 -1 1 1 0,518 9,20%
12 -1 1 1 0,524 9,52%
13 1 -1 -1 0,489 7,63%
14 1 -1 -1 0,49 7,72%
15 1 -1 -1 0,487 7,57%
16 1 -1 1 0,495 7,93%
17 1 -1 1 0,498 8,00%
18 1 -1 1 0,491 7,78%
19 1 1 -1 0,531 9,88%
20 1 1 -1 0,528 9,71%
21 1 1 -1 0,526 9,60%
22 1 1 1 0,555 11,15%
23 1 1 1 0,561 11,47%
24 1 1 1 0,549 10,82%
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1.1.1.4 Les graines:
Tableau XXIX: Résultats obtenus pour les graines

N° de | Durée Solvant | Température | Absorbance | Rendement
Pexpérience | d’extraction

1 -1 -1 -1 0,516 9,11%
2 -1 -1 -1 0,529 9,79%
3 -1 -1 -1 0,521 9,37%
4 -1 -1 1 0,549 10,84%
5 -1 -1 1 0,539 10,31%
6 -1 -1 1 0,546 10,68%
7 -1 1 -1 0,681 17,92%
8 -1 1 -1 0,692 18,36%
9 -1 1 -1 0,678 17,63%
10 -1 1 1 0,690 18,26 %
11 -1 1 1 0,693 18,42%
12 -1 1 1 0,726 20,16%
13 1 -1 -1 0,556 11,21%
14 1 -1 -1 0,568 11,84%
15 1 -1 -1 0,590 13,00
16 1 -1 1 0,582 12,57%
17 1 -1 1 0,594 13,21%
18 1 -1 1 0,579 12,42%
19 1 1 -1 0,875 28,03%
20 1 1 -1 0,865 27,47%
21 1 1 -1 0,799 24,00%
22 1 1 1 0,892 28,89%
23 1 1 1 0,880 28,26%
24 1 1 1 0,899 29,26%

1.1.2Validation du modele :

Afin de valider le mod¢le obtenu, il faut d’abord procéder a la vérification de 1’adéquation du
modele mathématique et la détermination des parametres significatifs ainsi que ’analyse des

variances.

Grace au logiciel JMP ®16 pro il est maintenant possible d’obtenir directement le mod¢le

mathématique :

» Raquette :Y=8,803+0,748x1-4,461%x2+0,206%3+0,043x1%2-0,023x1x30,468x1x2%3
» Fleur : Y=6,105+0,527x1+ 1,73%x2+0,51x3+0,282x1x2+0,117x1x3+0,02x1x2x3

» Ecorce :Y=8,571+0,696x1+1,261x2+0,648x3+0,146x1%2-0,181x1x3+0,013x1x2x3
» Grains :Y=17,831+3,843x1+6,321x2+0,536x3+1,648x1x20,176x1x3+0,221x1x2x3
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Les figures ci-dessous correspondantes aux différents organes du figuier de barbarie donnent
une premiére évaluation du modele établie, une dispersion homogéne est constatée rapprochée
de la droite de régression. Ceci est traduit par le coefficient de détermination proche de 0,99 qui
représente la capacité du modéle a prédire les résultats.

0,6

0,5

Absorbance Observé

0,4
0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7
Absorbance Prévue RMSE=0,0187 R
carré=0,99091 P-value=0,01777

Figure29 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues

0,65

0,6

0,5

absorbance Observé

0,45

0,4
0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65
absorbance Prévue RMSE=0,0173 R
carré=0,99502 P-value=0,01319

Figure 30 : Courbe linéarité de la méthode pour les raquettes
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Figure 31 :Courbe linéarité de la méthode pour les fleurs
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0,6

0,5
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0,4
04 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7
Absorbance Prévue RMSE=0,0187 R
carré=0,99091 P-value=0,01777

Figure 32 : Courbe linéarité de la méthode pour les écorces
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0,65

0,6

0,55

0,5

absorbance Observé

0,45

0,4
0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65
absorbance Prévue RMSE=0,0173 R
carré=0,99502 P-value=0,01319

Figure 33 : Courbe linéarité de la méthode pour les graines

1.1.3 Facteurs influencant :

Facteurs influencant et non influencant sur l'extraction des polyphénols présents dans les
différents organes du figuier de barbarie sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XXX: Facteurs influencant et non influencant sur I'extraction des polyphénols
présents dans les différents organes du figuier de barbarie

Source Log Worth P-value
X2 2,455 | T 0,00351
X1 2151 o ;G 0,00706
K1AH2 1,885 | ¢ ¢ oo 0,01303
X3 1,398 | ¢ ¢ ¢ oo 0,04001
K2*X3 .06 mm | : & ¢ oo 0,09637
K1*XK35 go19mm: | o+ o oior i 0,12045

» Raquettes :

Source Log Worth P-value
X2 1339 0 @ 0,04586
X1 0,584 [ | 0,026048
X2*X3 0415 1 ¢ | 0,038457
X3 0,193 [ | 0,04089 ~
X1*X2 0,041 | 0,049067
X1*X3 0,017 | 0,049107
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> Fleurs:

Source LogWorth P-value
xe 1,922 | [ 0,01196
X 1407 77 | 0,05917
X3 1,392 777 | (0,04051
K1ER2 1,137 77 | 0,07292
K1*EX3 0,765 71 | 017179
K2*NH3 01881 : | (0,64881
> Ecorce :
Source Log Worth P-value
X2 1,042 mu— 0,009082
X1 0935 | ¢ ¢ oo 0,011625
X3 0,789 11 | 0,016258
X2*X3 0,741 ;| 0,018134
X1*X2 0,567 1 | 0,04270
X1*X3 0,005 I 0,098799 A
> Graine :
Source Log Worth P-value
X2 2455 | . I 3,00351
X 2151 1 0,00706
KI1*X2 1,885 1| 0,01303
>3 1,398 7 | 0,04001
K2*H3 1,016 1 | 0,09637
X1*¥35 0,919 — | 0,712045

Au seuil de 5% les facteurs significatifs pour les différents organes du figuier de barbarie sont
la durée d’extraction la température et solvant d’extraction.
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1.1.4 Analyse des variances:

1.1.4.1 Evaluation du plan:

Les résultats sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

RESULTATS ET DISCUSSION

TableauxXXXI:Analyse des variances des différentes organes

> Raguettes :

Source Degrés de Somme des Rapport F Prob. > F
liberté carrés
X1 23 4,48501 5,5179 0,02562
X2 23 159,22201 195,8902 0,0454*
X3 23 3,4031 0,4187 0,06344
X1*X2 23 0,1531 0,0188 0,009132
X1*X3 23 0,451 0,056 0,049527
X2*X3 23 1,75781 2,1626 0,03802
Résidu 0,0002345
» Fleurs:
Source Degrés de Somme des Rapport F Prob. > F
liberté carrés
X1 23 2,226050 263,4379 0,0392*
X2 23 23,943200 2833,515 0,0120*
X3 23 2,080800 246,2485 0,0405*
X1*X2 23 0,638450 75,5562 0,04729
X1*X3 23 0,110450 13,0710 0,01718
X2*X3 23 0,3200 0,3787 0,046488
Résidu 0,0000456
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> Ecorce :
Source Degrés de Somme des Rapport F Prob. > F
liberte carreés
X1 23 3,878113 4,9245 0,02695
X2 23 12,726013 16,1598 0,01552
X3 23 3,367012 4,2755 0,02868
X1*X2 23 0,171113 0,2173 0,03723
X1*X3 23 0,262812 0,3337 0,0465
X2*X3 23 0,1512 0,1945 0,0272
Résidu 0,00987
Graine :
Source Degrés de Somme des Rapport F | Prob.>F
liberte carrés

X1 23 74,11531 8133,368 0,0071*
X2 23 299,75761 32895,21 0,0035*
X3 23 2,30051 252,4568 0,0400*
X1*X2 23 21,74701 2386,503 0,0130*
X1*X3 23 0,24851 27,2716 0,01204
X2*X3 23 0,39161 42,9753 0,00964
Résidu 0,00144
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1.1.5 Estimation des coefficients :

Les estimations des coefficients sont données dans les tableaux ci-dessous.

Tableau XXXII:Estimation des coefficients des différents organes.

» Raquettes :

Terme Estimation Erreur | T ratio Prob. > [t|
standard
Constante 8,80375 0,31875 27,62 0,0230*
X1 0,74875 0,31875 2,35 0,2562
X2 -4,46125 0,31875 -14,00 0,0454*
X3 0,20625 0,31875 0,65 0,6344
X1*X2 0,04375 0,31875 0,14 0,9132
X1*X3 -0,02375 0,31875 -0,07 0,9527
X2*X3 -0,46875 0,31875 -1,47 0,3802
» Fleurs :
Terme Estimation Erreur T ratio Prob. > [t|
standard
Constante 6,105 0,0325 187,85 0,0034*
X1 0,5275 0,0325 16,23 0,0392*
X2 1,73 0,0325 53,23 0,0120*
X3 0,51 0,0325 15,69 0,0405*
X1*X2 0,2825 0,0325 8,69 0,0729
X1*X3 0,1175 0,0325 3,62 0,1718
X2*X3 0,02 0,0325 0,62 0,6488
» Ecorce:
Terme Estimation Erreur T ratio Prob. > ||
standard

Constante 8,57125 0,31375 27,32 0,0233*

X1 0,69625 0,31375 2,22 0,2695

X2 1,26125 0,31375 4,02 0,1552

X3 0,64875 0,31375 2,07 0,2868

X1*X2 0,14625 0,31375 0,47 0,7223

X1*X3 -0,18125 0,31375 -0,58 0,6665

X2*X3 0,01375 0,31375 0,04 0,9721
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» Graine :
Terme Estimation Erreur T ratio Prob. > ||
standard
Constante 17,83125 0,03375 528,33 0,0012*
X1 3,04375 0,03375 90,19 0,0071*
X2 6,12125 0,03375 181,37 0,0035*
X3 0,53625 0,03375 15,89 0,0400*
X1*X2 1,64875 0,03375 48,85 0,0130*
X1*X3 -0,17625 0,03375 -5,22 0,1204
X2*X3 0,22125 0,03375 6,56 0,0964

1.2 Optimisation d’extraction :

1.2.1Analyse quantitative :
1.2.1.1 Etalonnage :

Les résultats des absorbances des différents solutions étalons d’acide gallique pour chaque
répétions sont illustrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XXXI11:Absorbances des solutions étalons

Solution Concentration (mg/ml) | Absorbance (nm) :
S1 (étalon 1) 1 0.769

S2 (étalon 2) 0.4 0.539

S3 (étalon2) 0.2 0.466

S4 (étalon2) 0.1 0.39

En utilisant les données du tableau ci-dessus, la droite de régression linéaire est représentée
dans la figure ci-dessous, avec lesquelles on a déterminé les concentrations de nos échantillons

expérimentaux.
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Figure 34 : Courbe d'étalonnage

1.2.2Etude qualitative :

Les chromatogrammes obtenus pour les quatre organes du figuier de barbarie sont illustrés

dans les figures ci-dessous :

my
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] 4
100+
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Figure 35 :Chromatogramme des standards
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Figure 36 : Chromatogramme des raquettes
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Figure 37 : Chromatogramme des écorces
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Figure 38 : Chromatogramme des graines
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2 Discussion :

2.1 Plan d’expérience

2.1.1 Choix du plan d’expérience

Le plan d’expérience choisi est un plan factoriel complet a trois facteurs (temps d’agitation, le
solvant d’extraction et la température) a raison de deux niveaux par facteur : un niveau inférieur
symbolisé par -1 et un niveau supérieur nomme +1.

2.1.2 Validation du plan d’expérience

a.Adéquation du modele

Selon les différentes représentations graphiques obtenues avec les quatre organes du figuier de
barbarie qui sont les fleurs, les raquettes, les graines ainsi que les écorces ; une distribution
homogene est constatée, cela s’explique par le coefficient de détermination qui est supérieur ou
égale a 0,99 pour toutes les représentations graphiques des valeurs observées en fonction des
valeurs estimées pour les 4 organes ; ont conclue que le modele est adéquat.

b. Facteurs signifiants

Selon les différents histogrammes obtenus des quatre composants fleurs, raquettes, graines et
¢corces, pour un seuil de 5% les facteurs significatifs pour 1’absorbance des polyphénols sont
le temps d’agitation, le solvant d’extraction et la température.

c.Analyse des variances et des residus

L’analysedes variancesconsiste a étudier la dispersion des réponses due aux facteurs, Seloncette
I’analyse effectuée sur les différents organes on constate p-value inférieur a 0.05 ce qui
confirme que notre modéle expligue une grande dispersion des réponses.

Les résidus quant a eux sont dus al’erreurexpérimentale

2.2 Analyse quantitative

2.2.1Courbe d’étalonnage

Pente= 0,35246
Ordonnée a I’origine= 0.36795

Le Coefficient de détermination = 0,99725

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 l'analyte dans 1’échantillon.

Cette linéarité est généralement évaluée par le coefficient de détermination R?.

On considére qu'un coefficient de corrélation proche de lI'unité R2 = 1 est suffisant pour
conclure que la courbe d’étalonnage est linéaire. Le R2 =0.99725 obtenu pour notre courbe
étalonnage, a montré la bonne relation linéaire entre la concentration et

I’absorbance.[51]
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2.2.2Dosage des polyphénols totaux

a. Raquette

Le rendement maximal obtenu est de 14.94% dans les conditions suivantes : I’eau distillée
comme solvant pour un temps d’agitation de 45min sous une température de 40°C.

b. Ecorce

L’extraction optimale se fait avec 1’acétonitrile pendant 45 min sous un chauffage a 40°C.
Le rendement d’extraction des polyphénols obtenue dans I’écorce est de 11.47%

c. fleurs

Un rendement de 9.26% est obtenu a 1’aide de 1’acétonitrile durant 45 min sous un chauffage
a40°C.

d. Graine

Un maximum d’extraction de 29.26% des polyphénols a été obtenu dans les graines dans

les conditions suivantes : Solvant : acétonitrile, temps d’agitation : 45 min,T= 40°C

2.3 Analyse qualitative
a. Standard

Ordre d’¢lution des standards sont comme suit :
Acide gallique : 7,71min

Acide caféique : 16,12 min

Acide p-coumarique : 17,92min

Acide cinnamique 22,69min

b. Echantillons

Differentes substances ont eté enregistrées mais le manque de standards empéche
I’identification de ces derniers ; seuls les acides caféique, cinnamique et p-coumarique
ont éte identifies dans les organes du figuier de barbarie :

- Ragquette : Identification de I’acide caféique, I’acide p-coumarique et ’acide
cinnamique.

- QGrains : Identification de I’acide cinnamique.

- Ecorce : Identification de 1’acide caféique, I’acide p-coumarique et I’acide
cinnamique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a optimiser un procédé d’extraction liquide-solide
des polyphénols dans les différents organes d’Opuntia ficus-indica. Cette plante est connue
pour ces vertus antioxydants et cicatrisantes dans la médecine traditionnelle.

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

Lors de cette étude on s’est intéressés aux raquettes, fleurs, graines et écores du figuier de
barbarie qui constituent une excellente source des composés phénoliques.

Plusieurs techniques existent pour extraire ces composés polyphénoliques a partir d’une maticre
végétale. Dans notre étude la méthode choisie est la procédure d’extraction conventionnelle
solide-liquide sous agitation.

L’intérét que nous portant a cette méthode est di a son efficacité, sa simplicité ainsi que son
faible cout.

Pour réaliser notre étude plusieurs stratégies ont été planifiées :

Premiérement,nous avons choisi un plan d’expérience factoriel complet a trois facteurs :
Température, temps d’agitation et le solvant, ensuite la construction d’une matrice des effets
apreés cela on a procédé 1’extraction solides-liquide des composés phénoliques.

Deuxiemement,nous avons effectué un dosage quantitatif des polyphénols totaux en se référant
a la méthode de folin-Ciocalteu ensuite et un dosage qualitatif par HPLC.

D’aprés notre étude expérimentale, un rendement maximal de 29,26% des polyphénols
extraits a partir des grains a été obtenu dans les conditions suivantes : durée d’agitation de 45
min, température fixée a 40 °C en utilisant ’acétonitrile comme solvant d’extraction.

A cette fin, il faut penser également a élargir et consolider les travaux de recherches sur cette
plante.
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ANNEXE | SpectrométrieUV-visible

La spectrométrie UV-Visible est classée parmi les méthodes basées sur les phénomeénes
d’absorption utilisant des longueurs d’onde du domaine d’ultraviolet et le visible.[52]

1. Définition:
Un spectrophotomeétre UV-visible est un appareil qui permet de mesurer 1’absorbance d’une
solution a une longueur d’onde ou une marge spectrale bien précise.[53]

2.Structure d’un spectrometre:

Un spectrophotométre est constitué de plusieurs parties :

e Source lumineuse : Lampes a hydrogéne ou deutérium qui est responsable des
radiations lumineuses dans UV.
Une lampe a incandescence a Tungsténe, elle fournit des radiations lumineuses dans le
visible.

e Le monochromateur : il sélectionne la longueur d’onde d’intérét et d’éliminer les non
désire.

e La cuve : un compartiment transparent dont on place la solution échantillon, il existe
des cuves en verre pour le visible et en quartz pour UV.

e Un détecteur : consiste a convertir la lumiére en un signal électrique.

e Un dispositif d'affichage numérique : permet d’indiquer 1’absorbance ou la
transmittance. [53]

3.Domaine UV-Visible: livre

UV-Visible s’étend de 200 nm a 800 nm [53]
e Visible : 400 nm a 800 nm
e Proche UV : 200nm a 400 nm
e UV lointain : <200 nm

mvmn S1BL. INFRAROUGE
T TR

Longueurs donde (nm) : Radwr TV

100 20 300 400 500 800 700 200

4.Principe:

Une mesure en spectrophotométrie est basée sur la comparaison du flux énergétique de deux
rayons lumineux : un rayon monochromatique d’une intensité Io traversant une cuve de
référence, appelée communément le blanc, contenant uniquement le méme solvant que la
solution a analyser, et donc a priori transparente vis-a-vis du rayon lumineux, le méme rayon
traversant une cuve identique contenant la solution a analyser.[52]

Une partie de la lumicre est absorbée par la solution et le reste est transmis d’une intensité I, de
sorte que | < lg. [53]
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incidente i
Source transmise

o
S 1L IO 1
T—O: > == >» Détecteur s Enregistreur
TALRY Lumiére Lumiére i
(Afficheur)

lumineuse monochromateur L=1em
(lampe)
Cuve
(solution a
analyser)

5.Effets dus aux solvants:

La polarité différe d’un solvant a un autre. Une modification de la répartition des charges de
substance en solution suite a une transition électronique, il est evident que la position et
I’intensité des bandes d’absorption vont varier quelque peu avec la nature du solvant employé.
On distingue deux types d’effets[53] :

o Effet hypsochrome ou bleu shift: diminution de A max
e Effet bathochrome ou red shift : augmentation de A max

|’r|u'-.||-'?‘(||("|- PPN L e Bathochrome

6.Effets du pH:

Le pH du milieu dans lequel est dissous 1’analyte peut avoir un effet important sur le spectre.
Parmi les composes qui manifestent cet effet de maniere spectaculaire, on trouve les indicateurs
colorés dont le changement de couleur est mis a profit au cours de dosages acidimétriques.[53]

7.Application de la spectroscopie UV-Visible:

D’une maniere générale elle apporte peu d’informations structurales, mais elle a en revanche
beaucoup d’applications en analyse quantitative.
L’absorbance est proportionnelle a la concentration d’un composé dans une solution (la
croissance en fonction de la concentration donc une croissance linéaire).
Les calculs de concentration qui découlent de la loi de Beer-Lambert ont donné naissance a la
méthode connue sous le terme général de colorimétrie.
Al =&). L.C
A Absorbance a une longueur d’onde A
L : Trajet optique (cm)
C : Concentration de la solution
&. : Coefficient d’absorption molaire (M*cm™) de la substance a une longueur d’onde A .[53]
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8.Validité de la loi de Beer-Lambert:

La lumiere utilisée doit étre monochromatique.

Les concentrations doivent étre faibles.

La solution ne doit étre ni fluorescente ni hétérogéne.

Le soluté ne doit pas donner des transformations photochimiques.

Le soluté ne doit pas donner des associations variables avec le solvant.[52]

YVVYVVYV
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ANNEXE |1 HPLC

1. Déefinition:
La chromatographie liquide haute performance, CLHP — HPLC en anglais, ¢’est une technique
analytique séparative utilisée en analysequantitative, qualitative des composés solubles dans un

solvant liquide, principalement employée dans le domaine de la chimie analytiqgue comme outil
scientifiqgue majeur [54]

2.Principe :

Les composés a analyser (solutés) sont mis en solution et entrainés par une phase mobile
liquide (éluant) tout au long d’une phase stationnaire pour étre séparés grace a une répartition
sélective des solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire suivant leur affinité entre ces
deux phases.

En sortie de colonne, grace a un détecteur approprié, les différents solutés sont représentés par
des pics. les pics enregistrés sont appelé chromatogramme.[55][56]

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Injector
(sample)

Detector Data acquisition

Pump
B gt - HPLC column
=
e w @ E— N
‘ - P -—/‘.’/V"A N

e

= —

e

— .
—— Solvent [

Separate
mixture
component Waste

3.Appareillage :

Une installation de CLHP comporte divers modules spécialisés, qui sont reliés entre eux par
I’intermédiaire de canalisations de trés faible diameétre interne (0,1 mm) pour assurer la
circulation de la phase mobile.[53]

1. la pompe :

Toute installation de CLHP comporte au moins une pompe pour forcer le passage de laphase
mobile a travers la colonne dont le remplissage est trés compact.

Il en résulte une pression importante au niveau de 1’injecteur qui dépend de : [53] [58]

1. débit de la phase mobile

2. viscosité du modificateur organique

3. taille des grains de la phase stationnaire

4. geométrie de la colonne.

Elle permet de travailler soit :

En mode isocratique : pour lequel la composition de la phase mobile est fixe tout au long de
I’analyse.

En mode gradient : pour lequel une variation programmable des constituants du mélange
d’éluant est réalisée.[58]
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2. Le réservoir de la phase mobile

Il contient la phase mobile en quantité suffisante.

Plusieurs flacons d’¢luant (solvant de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir
réaliser des gradients d’¢élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations variables)
a I’aide de la pompe qui réalise le mélange demandé [59].

3. injecteur

L’injection de I’échantillon se fait avec deux manieres :

3.1. Manuelle : I’injecteur comporte une vanne a plusieurs voies montée sur le parcours de la

phase mobile, juste avant la colonne. L’échantillon a analyser est introduit avec une micro-
seringue dans un petit volume tubulaire appelé boucle ; I’échantillon est ainsi inséré avec un
flux de phase mobile.

3.2. Automatique : I’injection se fait automatiquement, I’injecteur utilisé comporte une vanne
a boucle d’échantillonnage d’une capacité fixe, cette boucle permet d’introduire 1’échantillon
sans modifier la pression dans la colonne [59] [ 60].

4.La colonne:

La colonne est I’¢1ément majeur de la chaine HPLC, se présente comme un tube, le plus souvent
en acier, dont la longueur et le diamétre présentent des différences selon les modeles.

La colonne est souvent précédée d’une précolonne, remplie de la méme phase stationnaire, ce
qui sert a retenir certaines impuretés et preserver les performances de la colonne [ 53].

5. La phase stationnaire:

La recherche d’une bonne résolution chromatographique et par voie de conséquence d’une
efficacité élevée, a conduit a la création de phases stationnaires de nature et de structures
variées. Pour raccourcir les temps d’analyse, il faut tenter d’accélérer dans la colonne les
transferts entre les phases mobile et fixe.[ 53]

5.1.La phase stationnaire normale:

La phase normale est constituée d’un gel de silice. Ce matériau est trés polaire. Il faut donc
utiliser un éluant apolaire. [ 61].

5.2.La phase stationnaire inversée:

Bien qu’ayant une capacité d’adsorption élevée, le gel de silice décrit précédemment n’est
plus utilisé tel quel en chromatographie analytique.[ 53].

Pour diminuer sa polarité jugée excessive dans de nombreux cas on le rend essentiellement
Hydrophobe, la phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par des chaines
linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite donc
un éluant .[ 61].

6. La phase mobile:

La phase mobile ou éluant est un liquide qui entraine les solutés a travers la colonne
Le choix d’éluant est basé sur les interactions de la Phase mobile Vis-a-vis au produit , la phase
stationnaire, I’appareillage d’analyse [ 62].
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7. Détecteur:

Le détecteur est relié a la sortie de la colonne.

Les solutés en sortie de la colonne chromatographique sont en solution tres diluée dans une
phase mobile dont la nature et la composition varient d’une analyse a une autre , de ce fait un
détecteur est nécessaire puisqu’il permet de suivre en continu la séparation et de mesurer la
concentration des solutés [ 63].

Le choix d’un détecteur dépend a la fois des caractéristiques physiques des composés a séparer
, des conditions opératoires et des propriétés optiques des composés.
Il existe différents types de détecteurs :

e Détecteur UV-visible

e Détecteurs spectrophotométriques

e Détecteur spectrofluorimétrique

e Détecteur réfractométrique

e Détecteur électrochimique[ 64].

8. Enregistreur:

L’enregistreur recoit un signal électrique proportionnel a la concentration de 1’analyte qui
traverse le détecteur. Ce signal est traité, amplifié puis utilisé pour tracer le
chromatogramme[65].

9. Avantages et limites:

Avantages:

e Séparés efficacement les molécules de structure similaire.
Résultats quantitatifs précis et hautement reproductibles.
Applicabilité a divers analytes.

Haute sensibilité.
Essais hautement reproductibles.
UPLC : analyse plus rapide avec une résolution améliorée.[ 66]

Limites:

e Lescomposés doivent étre solubles dans les solvants courants tels que I'eau, les alcools
et l'acétonitrile.
La pression de la pompe est limitée a 40 MPa (HPLC) et 100 MPa (UPLC).
Impossible de séparer les ions inorganiques.
Absence de détecteur universel idéal.
Les solvants apolaire agressifs ne sont pas compatibles avec I’instrument. [ 67]
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Annexe | : Questionnaire pour enquéte sur le figuier de barbarie :

Profil de ’informateur:

Age: Al<20- A2[20-30] A3[30-40] A4[40-50] A5[50-60] A6>60
Sexe : [ ] Masculin [ JFéminin

Niveau académique: [ JAnalphabéte [ |Primaire [ ]Moyen [ ]Secondaire

[ ]JUniversitaire

0] {15 (o] I TP PPR PRSPPI

LU (=YY [0 (=] (ot S

VILE d’OTIZINE : ovviiiiieiiieieciie ettt es cetveereeseeeebeesseeenseessbeesneeas

Les données sur le figuier de barbarie et son utilisation:

1. Avez-vous déja utilisé cette plante médicinale?

[ ] Oui [ ]Nono

2. Quand est-ce que vous 1’utilisez ?

[ ] Avant d’avoir recours & la médecine conventionnelle.
[ ] Aprés échec de la médecine conventionnelle.
[ ] En complément de celle-ci.

3. Pourquoi vous utilisez cette plante?

[_] Elles sont sans danger.

[ ] Elles sont plus efficaces.
[] Habitude.

[ JAutres :

4. Par quel biais connaissez-vous que cette plante ?

[ ] Héritage familial / expérience des autres
[ ] Herboriste

[ ] Pharmacien

[ ] Culture générale
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5. Quel est intérét cette plante ?

Maladi
e traitée

N° | Nom scientifique Nom vernaculaire

Prove

nance

Type Partie Période | préparati Mode durée
de utilisée de on d’admini
plante Et état récolte stration

Résultat
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Maladie traitée : 1- Affection métaboliques (Diabéte) 2-Affections cardio-vasculaires (
HTA)

3-Affections dermatologiques(cicatrisation) 4- Affections Ostéo-

articulaires

Provenance : 1- Collectée 2-Cultivée 3-Horbisterie 4-Officine

Type de plante : 1- Spontanée  2- Cultivée  3- Importée 4- Inconnu

Partie utilisée : 1-Racine 2- Tige 3- Feuille 4-
Fleure/Inflorescence 5- Fruit 6- Graine
7- Plante entiére 8- Autres (préciser)

Etat : 1- Seche 2-Fraiche

Période de floraison : 1-Eté  2- Automne 3- Hiver 4- Printemps  5- Toute I’année
Période de récolte : 1-Eté 2- Automne 3- Hiver 4-Printemps  5- Toute I’année

Mode et durée de conservation : 1-frais  2-seche

Préparation : 1- Infusion ~ 2- Décoction  3- Macération 4- Fumigation

5-Jus 6- Cataplasme 7- Compresse 8- mélange de tisane
9- poudre 10-Autre (préciser)

Mode d’administration : 1- Oral 2- Application locale 3- Inhalation
4- Fumigation 5- Ringage 6- Autre (Préciser)
Résultat :  1- Guérison 2- Amélioration 3- Stabilisation 4-Inefficace
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Méthodologie d’enquéte:
1.1.Enquéte:

Notre enquéte s’agit d’une étude ethnobotanique de type statistique descriptive quantitative et
qualitative menée aupres des utilisateurs des plantes médicinales

Elle consiste a recenser les informations liées a 1'usage populaire traditionnel et actuel

De figuier de barbarie comme reméde primaire quotidien

Elle a été réalisée grace a I’utilisation d’un questionnaire (annexe 1)

Les utilisateurs ont été interrogés soit en langue francaise, arabe ou kabyle.

1.2.Période d’étude

L’enquéte s’est déroulée au cours de la période allant de Décembre 2021 jusqu’au Mars
2022.

1.2.Population d’étude :

L’enquéte sur le terrain a été réalisée aupres des informateursconsidérés comme les meilleurs
connaisseurs de la flore médicinale, ainsi auprés des pharmaciens d’officine , également
aupres un expert en pharmacognosie et aupres de la population rurale .

Age : > 20 ans.
Wilayas sondées :BOUMERDES ,TI1ZI OUZOU ,ALGER ,BOUIRA ,ORAN ,SEKIKDA et
MOSTGHANEM.
Taille de la polpulation: 77 personnes.
Personnes intérrogées: Hommes, femmes, population locale, tradipraticiens, pharmaciens
Les données démographiques concernant la population d’études sont récapitulées dans le
tableau ci-dessous :

Tableau : Données démographiques de I’enquéte réalisée

Age

[20-30] [30-40] [40-50] [50-60] >60

59 4 7 4 3
Sexe
Femme Homme
61 16
Wilayas
Boumerdes Tizi- Alger Bouira Oran Sekikda | Mostaghanem
Ouzou
31 24 13 5 2 1 1

2.5 Analyse des données

Apres la cloture de I’enquéte ethnobotanique, les questionnaires sont traités un par un, les
données ont été analysées (volet par volet, regroupées, dénombrées, converties en
pourcentages et représentées en graphes) avec I’Excel (Microsoft Office).
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Résultats de ’enquéte:

1. Description de la population d’étude

1.1. Age
Le diagramme ci-dessous représente la répartition des 77 personnes interviewées selon
I’age.
Age stat P%
[20-30] 59 76,62%
[30-40] 4 5,19%
[40-50] 7 9,09%
[50-60] 4 5,19%
>60 3 3,90%
totale 77 100,00%
H [20-30]
H [30-40]
™ [40-50]
B [50-60]
= >60
1.2.  Sexe:
Sexe Stat P%
Féminin 61 79.22%
Masculin 16 20.77%
total 77 100,00%
B homme
B femme
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1. Utilisation de figuier de barbarie par la population d’étude :

Le tableau et le diagramme ci-apres représentent les résultats obtenus.

Tableau 10 : taux d’utilisation de figuier de barbarie chez la population étudié

Utilisation Stat P%
oul 67 87,01%
NON 10 12,99%
total 77 100,00%
B oui
H non
2. Recours au figuier de barbarie comme traitement :
Quand ? Stat P%
Avant 20 29,85%
Apres 8 11,94%
En complément 39 58,21%
TOTAL 67 100,00%
B Avant
H Aprés

M En complément
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3. Les maladies traitées :

Maladie Stat P%
Cicatrisation 31 43,66%
Chute de cheveux 4 5,63%
Diabete 8 11,27%
HTA 6 8,45%
Affections digestives 2 2,82%
Affections ostéo- 1
articulaires 1,41%
Cancer du colon 1 1,41%
Constipation / 4
Régulation du transit 5,63%
Hémorroides 3 4,23%
Contre les rides 1 1,41%
Consommation 3 4,23%
Ulcére gastrique 5 7,04%
Dysthyroidie 1 1,41%
VERRUES 1 1,41%
TOTAL 71 100,00%

M Cicatrisation

B Chute de cheveux

B Diabete

*
3. la partie utilisée :

La partie Stat P%
Racines 1 1,39%
cladodes 31 43,06%
Graines 12 16,67%
Fleurs 2 2,78%
TOTAL 72 100,00%
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M Racines
B cladodes
M Fruit
M Graines
M Fleurs
4. Mode d’administration :
Mode d’administration |Stat
P%
Voie orale 33 47,83%
Application cutanée 34
49,28%
AUTRES 2 2,90%
TOTAL 69 100,00%
M Voie orale
B Application
cutanée
m AUTRES
5. Reésultats :
Résultat Stat P%
Amélioration 38
57,58%
Stabilisation 10
15,15%
Guérison 14 21,21%
Inefficacité 4 6,06%
TOTAL 66 100,00%
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B Amélioration
B Stabilisation
1 Guérison

B Inefficacité
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FICHE TECHNIQUE

Protocole expérimental

Etude quantitative

Peser 100 mg de poudre de chaque organe
de figuier de barbarie par une balence
analytique de précision et transférer la
poudre pesée dans un erlenmeyer.

.

Ajouter un volume de 20ml de solvant
d’extraction (ED, Acetonitrile).

Agiter au vortex tout en variant de la durée
d’extraction (15, 30min).

q

Prélever 500uL d’extrait

disodiaue

Ajouter 2ml d’ED+1000pL de réactif de folin-ciocalteau
dilué a 1/10 incuber 3min pus ajouter 5 ml de carbonate

3

< Filtration du mélange

-]

Lecture au spectrophotomeétre UV-
visible apreés 30min d’incubation
al’abri de lalumiere a 760nm

Mélange

clange TSI Filtre
hétérogéne *gqiq Entonnoir

Erlenmeyer
Liguide




1

FICHE TECHNIQUE

Protocole expérimental

Etude qualitative

Extraction des polyphénols a partir des
poudres de différents organes de figuier
barbarie par extraction solide —liquide
sous agitation dans les conditions
optimales (solvant,temps d’agitation et
température optimale)

—

5

J Injecter

—-—
j=—— — ——aEANN

e ——
—

e

L
e ———

=

4

Remplir les viales

Filtrer la solution
d’extraction

Mélange
hétérogéne

N Filtre
Solid Entonnoir
Erlenmeyer
Liquide

Centrifuger




Abstract:

In recent decades, there has been much interest in the potential health benefits of plant
polyphenols such as those f ound in the prickly FIG tree Opnutia ficus-indica as antioxidants.
In our study we are interested in optimizing the process of solid-liquid extraction of the
polyphenols contained in the various parts (rackets, flowers, bark and seeds) of prickly FIG
harvested from the BOUMERDES region using a complete factorial plan. This study was
carried out by varying the three levels of the three factors chosen: temperature, extraction
solvent and stirring time.
After experimentation, all these factors were considered to influence the extraction yield and
sub sequently we found the following optimal extraction conditions: Temperature of 30°C, an
extraction time = 45min and the extraction solvent differs from one organ to another who
seacetonitrileis the optimal solvent for the extraction of polyphenols in barkallowed, flowersand
seeds and distilled water for thecladodes us to obtain a maximum yieldequal to...%.

The resultsobtained for the quantitative analysis of the phenolic composition of the different
parts using the colorimetric test of Folin Ciocalteu, confirm and show that the seedsof the fruits
are the parts richer in polyphenols.

Qualitative analysis by HPLC/UV-VISIBLE of the speciesOpnutia ficus-indica identified: the
caffeine, cinnamic and coumaricacids in the variousorgans of the prickly FIG tree.

Keywords: experimental designs, Folin Ciocalteu, UV-Visible spectrophotometry,HPLC,
polyphenols, Opnutia ficus-indica.
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Résumé :

Au cours des derniéres décennies, les bienfaits potentiels pour la santé des polyphénols
végétaux comme ceux contenus dans le figuier de barbarie Opuntia ficus-indica en tant
gu'antioxydants ont suscité beaucoup d’intérét

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a optimiser le procédé d’extraction solide-
liquide des polyphénols contenus dans les différentes parties (raquettes,fleurs,écorces et
graines) de figuier de barbarie récolté de la région de BOUMERDES en utilisant un plan
factoriel complet. Cette étude a été réalisée en faisant varier les deux niveaux des trois facteurs
choisis : la température, le solvant d’extraction et la durée d’agitation.

Apres expérimentation, tous ces facteurs ont été jugés influents sur le rendement d’extraction
et par la suite, nous avons trouvé que les conditions d’extraction optimales suivant :
température de 40°C ,une durée d’extraction = 45min et le solvant d’extraction différe d’un
organe a un autre dont 1’acetonitrile est le solvant optimale pour I’extraction des polyphénols
dans les écorces,les fleurs et les graines et 1’cau distillée pour les raquettes nous permettait
d’obtenir un rendement maximal égale a 29,26%.

Les résultats obtenus pour I’analyse quantitative de la composition phénolique des différentes
parties en utilisant le test colorimétrique de Folin Ciocalteu, confirment et montrent que les
graines sont les parties les plus riches en polyphénols.

L’analyse qualitative par HPLC/UV-VISIBLE des différents extraits de 1’espéce Opuntia ficus-
indica a permis d identifier :les acides caféique, cinnamique et coumarique dans les écorces et
les raquettes quant aux grains uniquement 1’acide cinnamique qui a ét¢ identifié du figuier de
barbarie.

Mots clés: plans d’expérience, Folin Ciocalteu, spectrophotométrie UV-Visible,
HPLC,polyphénols, Opuntia ficus-indica

Agsul :

Di tsutiwin-agi tineggura, tinufa n " polyphenols végétaux™ i nettafdegukermus, yeseaatas n
tixxutert i tdawsa n wemdan

Di tezrawt-nney, nesredamek ara nessaleyallel n bettu " untim/ ahluli” n polyphenolsyellan Di
kra n yegmanen : ihder n ukermus, ijeggigen, isennan d yebruyenyellandegkermus n temnadt n
Bumerdas, s useqdec n uyawas factoriel amatan

Tazrawt-agi tettwaxdem s usemxalaf n sin yeswirengerkradyemganyettwafernen
Seldtirmit, nufa-d dakkenakkimganseantazrirtyefbettu

Syinnufa-d dakkentiweltin-ines i iwulmen d tigi : tazyelt 40° tanzagt n bettu 45 n tesdatin,
solvant yemgaraddegigmanyerwayed

Imi Il'acétonitrine d le solvant igwulmen i bettu n polyphenolsDegihder, ijeggigen d
yebruyen. Ma d I'eau distillée tefka-d agemmudyemgaraden : 29,26%

Igemmuden id-nufa s useqdec n tesledt quantitative n usuddes phénolique n merrayehricen s
tallalt n le test colorimétrique n Folin ciocalteu mmalen-d d akkenigruyen n yigumma d ahricig-
seanatas n " polyphenols "






