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Introduction

Introduction

Opuntia ficus-indica est un cactus originaire du Mexique introduit en Afrique au 17°™ siécle

par les espagnols. L’OFI est principalement cultivé pour prévenir I’affouillement du sol, ensuite
est introduit dans 1’alimentation animale en tant que substitut de fourrage et ¢galement dans des

applications médicales.

Les extraits de L’OFI sont riches en principe actifs notamment les polyphénols qui ont des
propriétés bénéfiques sur le taux de cholestérol et le glucose dans le sang et également des effets
dermatologiques, anti-cancéreux, anti inflammatoires, antis oxydants et aussi ils apaisent le

risque de développement des maladies cardiovasculaires.

Les polyphénols sont des composés organiques complexes, ils sont classés en plusieurs

catégories, les acides phénoliques, coumarine, flavonoides, lignine, lignane, stilbéne et tannin.

Ces composés attisent un intérét croissant de la part des fabricants des produits alimentaires et

aussi des fabricants des produits pharmaceutiques pour leurs vertus curatives

Les composés phénoliques sont obtenus par extraction avec différentes techniques classiques

et modernes qui ont démontré leur puissance mais le rendement se révele généralement faible.

Dans ce contexte I’objet ultime de cette étude est de développer un nouveau systéme
d’extraction sous ultrason, cet objectif réclame 1I’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 morcelée en trois chapitres.

Le premier chapitre est consacré aux connaissances chimiques et pharmacologique des

composes phénoliques.

Le deuxiéme chapitre traite les connaissances de la littérature sur le figuier de barbarie.

Le troisiéme chapitre présente les plans d’expériences.

La partie pratique comprend deux sections

La premicere section décrit le matériel et I’ensemble des méthodes utilisées dans cette étude.
La deuxiéme section est consacrée aux résultats obtenus et leur interprétation.

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



Partie bibliographique



Chapitre 1

Composés phénoliques



Chapitre I Composés phénoliques

1. Généralité

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
végétal, 1’¢lément structural fondamental est la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement li¢ a un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction, ces
especes peuvent se présenter comme des monoméres,polyméres ou des complexes dont la

masse moléculaire peut atteindre 9000 1,

Ils sont divisés en plusieurs catégories: acides phénoliques, stilbéne, lignine, lignane,
coumarine, flavonoides et tannins et ils sont omniprésents dans les racines, les tiges, les fleurs,

les feuilles et les fruits.
2. Propriétés physico-chimiques des polyphénols

» Le point d’ébullition des polyphénols est exceptionnellement élevé 121,
> Ces composés sont solides a la température ambiante 131,
> 1ls sont légérement solubles dans ’eau 41,

» 1ls possédent en général une odeur forte 41,

2.1. Acidité

A T’exception de la catéchine, les noyaux phénoliques des polyphénols sélectionnés sont
substitués par des groupements a effet mésomere attracteur. Les groupements OH en position
ortho et para du groupement a effet mésomere attracteur présentent un caractére acide

renforcé!?!,

2.2. Nucléophile

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par I’atome d’oxygene et les atomes de
carbone en position ortho et para du groupement OH (suite a I’effet mésomere donneur). Cette
propriété est a I’origine des réactions de substitutions électrophiles aromatiques (alkylation,

acylation) régi sélective des positions ortho et para I3,



Chapitre I Composés phénoliques

2.3. Propriété antioxydante

Les polyphénols peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygene (anion super oxyde Oz,
radical hydroxyde OH) pour produire des radicaux phénoxy stables. Ils peuvent aussi agir

comme des antioxydants grice a leur capacité a complexer les ions métalliques (61,
3. Classification des composés phénoliques
3.1. Non flavonoides
3.1.1. Acides phénoliques
Ce sont les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique 1.

Les acides hydroxy benzoiques : Les acides hydroxy benzoiques présentent une structure en
C6-C, composé d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un

carbone 8!,

Tableau I:Groupes d'acides phénoliques dérivants de I'acide hydroxy-benzoique

Structure R1 R2 R3 R4 RS Dénomination
H H H H H Acide benzoique
R2 Rl - -
o |u H ol H H :ecri:;quepara hydroxy
® OH H OH OH H H Acide protocatechique
R4 H OCH3 OH H H Acide vinylique
H OH OH OH H Acide gallique

Les acides hydroxy cinnamiques : Les acides cinnamiques présentent une structure C6-C3
leur structure de base est un noyau benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones avec

un ou plusieurs groupements hydroxyles 81,
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Tableau II: Groupes d'acide phénoliques dérivants de l'acide hydroxy cinnamique.

Structure R1 R2 R3 R4 RS Dénomination
H H H Acide cinnamique
o H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique

OCH3 OH H Acide férulique

A x
§/
e
oo | o] o

T OT| o o] o

OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

3.1.2. Stilbéne

Les membres de cette famille posseédent la structure C6-C2-C6 et sont des composes
phénoliques contenant au minimums deux noyaux aromatiques reliés par une double liaison
formant un systéme conjugué, ces molécules existent sous leur forme aglycone comme le

resvératrol (isomére trans et cis) ou encore sous forme de glycosylée ou méthylée °1,

3.1.3. Lignine

La lignine est le polymeére naturel le plus abondant dans le monde apres la cellulose. Sa
biosynthése au sein de la matieére végétale est assurée par un couplage de trois monomeres
alcools, phényle, propane. L’alcool utilisé peut étre 1’alcool comarilique, coniferylique et

sinapylique 11,

3.1.4. Lignane

Un lignane est un composé phénolique formé de deux unités monolignols et dont la
formation implique la condensation d’unité¢ phénylpropanique (C6-C3). Il existe de tres
nombreuses lignines qui difféerent pour le type de liaison entre les deux unités et les

modifications qui interviennent aprés la dimérisation !,

3.1.5. Coumarine

La coumarine est présente dans de nombreux végétaux, elle a une structure de base (C6-

C3) dérivant des acides artho-hydrocinnamique 12!,
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3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polys phénoliques, trés répandus dans le régne végétal .1Ils
sont responsables de la coloration des fleurs, fruits et parfois des feuilles, le plus souvent sont
sous forme d’hétéroside ou de flavonoide 31,

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a 15 atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle central de type pyranne formant une
structure C6-C3-C6 [13)-

La famille des flavonoides peut se divisée en sous classes qui différent par leurs structures

chimiques.

o Les propriétés physico-chimiques des flavonoides

- Les flavonoides sont des solides cristallisés dont la teinte varie du blanc au jaune vif
- Les hétérosides sont solubles dans I’eau surtout a chaud, I’alcool, les autres solvants
organiques polaires, insolubles dans les solvants organiques apolaires.

- Les génines sont peu solubles dans I’eau et solubles dans 1’éther 4]

Caractérisation

Réactions colorées
Les flavonoides sont caractérisés par la réaction de Cyanidine

En présence de 1’alcool chlorhydrique (HCL concentré a 50% éthanol) et 1’alcool iso-
amylique et quelques morceaux de magnésium les flavones donnent une coloration rose-
orange, la coloration rose violacée indique la présence des flavonones libre et I’apparition

d’une coloration rouge est signe de présence des flavonone et flavonols 151,

En présence d’acide sulfurique H>2SO4 a 10% et ’ammoniaque NH4OH a 50% la coloration
s’accentue en milieu acide et vire au bleu en milieu alcalin indique la présence des

anthocyanes 131,

Les différentes méthodes qui peuvent étre utilisées pour identifier les flavonoides dans les

plantes sont : IR, HPLC, CCM, UV visible, Spectrométrie de masse, RMN
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o Biogenése
La voie de I’acide shikimique conduit a la formation de 1’acide p-coumarique ensuite
la condensation de ce dernier avec trois molécules d’acétate conduira a la formation
de la chalcone et ensuite est métabolisée sous 1’action de la chalcone isomérase en

flavanone 4!,
3.3. Tannins

Les tannins sont des substances poly-phénoliques de structures variées, de saveur
astringente, ayant en commun la propriété de tanner la peau, c¢’est-a-dire la rendre imputrescible

et une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 Da 21,

IIs sont utilisés depuis I’ Antiquité par ’homme pour le traitement des peaux d’animaux,
et ont une importance économique et écologique considérable et ils sont responsables de

I’astringence de nombreux fruits et [égumes.

Les tannins sont également considérés comme des formes phénoliques condensées

capables de se lier a la protéine en solution et de les précipiter [21.

Ils sont dans divers organes de la plante telle que les écorces, le bois, les feuilles, les

fruits, les racines et la graines et leur teneur est souvent élevée 10 a 70%.

I1 est classique de distinguer trois grands groupes de tannins, différents a la fois par leur
réactivité chimique et par leur composition : Tannin hydrolysable, tannin condensé, tannoide

divers.

o Propriétés physico-chimiques

- Les tannins sont des corps généralement amorphes se dissolvent dans I’eau sous
forme de solution colloidale.

- IIs sont solubles dans 1’eau, dans 1’alcool et 1’acétone, insolubles dans les solvants
organiques apolaires.

- Les tannins sont précipités par de nombreux réactifs ; ils précipitent avec les sels de
métaux lourds : le fer, plomb, zinc, cuivre.

- Avec les sels ferriques on obtient des précipités colorés différemment selon la nature
des tannins

- Les tannins hydrolysables et tannins condensés peuvent étre distingués sur la base

de leur comportement en milieu acide a chaud.
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o Biogénése

Aprées une oxydation 1’acide shikimique se transforme en acide 5-dihydroshikumique ensuite

une déshydratation qui conduira a I’acide gallique 1I.

4. Biosynthese des composés phénoliques

Il existe deux voies biogénétiques conduisant aux composés aromatiques
4.1. Synthese des polyphénols par voie d’acide shikimique

Cette voie conduisant aux dérivés du phénylpropane.

Acide shikimique et 1’acide énolpyruvique se condensent pour conduire a 1I’acide chorismique
ce dernier se réarrange en acide préphénique, apres une oxydation la formation de I’acide p-

hydroxyphénylpyruvique qui conduira a I’acide cinnamique.
4.2. Synthese des polyphénols par voie de ’acétate

La condensation de plusieurs unités de 1’acétate conduit a la formation de 1’acide poly B

cétonique qui se cyclise
5. Propriétés thérapeutiques

Diverses études ont montré qu’il existe une corrélation inverse entre la consommation
d’aliments riches en polyphénols et le risque de développement des maladies tel que le cancer,

maladies cardiovasculaires et les inflammations...
6. Pharmacocinétique
Absorption

La plupart des polyphénols sont présents dans la nourriture sous forme d’ester, glycoside ou
polymeres qui ne peuvent pas étre absorbés dans la forme native. Au cours de 1’absorption ils

subissent des modifications étendues : ils sont conjugués dans les cellules intestinales 171,
Métabolisme

Suite a leur absorption, les polyphénols vont subir trois types de conjugaison : méthylation,

glucuronidation et sulfatation au niveau de I’intestin gréle puis du foie.

Au niveau des tissus (foie et rein), des enzymes de biotransformation agissent directement sur

les flavonoides aglycones ainsi que sur des métabolites coliques absorbés 161,
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Distribution

Les concentrations des polyphénols atteintes apres leur consommation varient hautement selon
la nature du polyphénol et la source de la nourriture Les concentration des flavonoides
plasmatique intacte dépassent rarement une mole et I’entretien d’une haute concentration du
polyphénol dans le plasma exige 1’ingestion répétée avec le temps, en fait les concentrations

maximales sont atteintes plus souvent 1-2h aprés ingestion 71,

Les polyphénols sont capables de pénétrer dans les tissus, en particulier dans lesquels ils sont
métabolisés. La détermination de la biodisponibilité¢ des métabolites des polyphénols dans les

tissus est beaucoup plus importante que la connaissance de leurs concentrations du plasma 171,
Elimination

Les polyphénols et leurs dérivés sont éliminés principalement dans 1’urine et la bile. Il est plus
possible que les grands métabolites conjugués sont €liminés dans la bile alors que les plus

petites telles que les mono sulfates sont excrétées préférentiellement dans 1’urine 171,
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1. Généralité

Aujourd’hui on assiste a un regain d’intérét pour le figuier de barbarie, il est devenu tres répandu
dans les paysages d’Algérie surtout dans le nord-est du pays au vu de son importance socio-

¢conomique et environnementale et sa lutte contre la dégradation des sols.
2. Noms Vernaculaires

11 existe plusieurs appellations selon les différentes régions, dans les régions arabophones on
dit El handi, Karmous negara et Aknari, dans les régions berbéres on dit Troumoucht, Laaesa,
Lyiroumiyin, Afroug et Takarmousth. On note plusieurs noms communs Oponce, Figuier

d’Inde, Cactus et Nopal 181,
3. Description botanique

Le figuier de barbarie est une plante robuste qui peut mesurer jusqu’a 5 métres de hauteur avec
un tronc épais et ligneux. Ses articles aplatis en forme de raquettes de couleur vert mat, ayant
une longueur de 30 a 50 cm et une largeur de 15 a 30 cm, sont couverts de petites aréoles qui

sont espacées et porteuses de poils irritants et d’épines courtes %1,

Les fleurs jaunes sont composées de nombreux sépales gras et de pétales ovales pointus en

quantité indéterminée et donne naissance a des fruits, La saveur de la fleur est astringente 1261,

Le fruit a paroi extérieure épaisse, coriace, fortement garnie d’aréoles a poils irritants

accrescents en fruit. Celui-ci est sucré et comestible une fois décortiqué 81,
4. Classification botanique du figuier de barbarie
La position systématique du figuier de barbarie est la suivante.

Tableau III: Classification botanique du figuier de barbarie 12!

Régne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Cactaceae
Sous-famille Opuntioideae
Tribu Opuntieae
Genre Opuntia
Sous-genre Platyopuntia
Espece Opuntia ficus indica
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5. Propriétés thérapeutiques
La figue du Mexique est comestible, est un anti diarrhéique, anti inflammatoire!?!l,

Les extraits de la plante sont présents dans la composition de nombreux produits cosmétiques.
Préparation des crémes et des pommades ?21ils ont également un effet anti cancéreux,anti-

Hyperlipidémique et anti-Hypercholérolémique.
6. Composition Chimique
6.1. Graines

Les graines de la figue de barbaries sont constitués principalement des acides

phénoliques mais également d’autres composés et sont représentés dans le tableau ci-dessous

Tableau IV: Composition chimique des graines 2%/

Les constituants Quantité mg/100g
Acides phénoliques totaux 48-89

Isomére 1 de feruloyl-saccharose  7,37-17,62
Isomére 2 de feruloyl-saccharose 2,9-17,1

Sinpoyl-diglucoside 12,6-23.,4

Flavonoides totaux 1,5-2,6

Tannins totaux 4,1-6,6
6.2. Pulpe

Composition chimique de la pulpe est la suivante.

Tableau V :Composition chimique de la pulpel??

Les constituants La masse mg/100g
Acides phénoliques totaux 218,8
Quercétine 9
Isorhamnétine 4,94
Kaempférol 0,78
Lutéoline 0,84
Glycoside d’isorhamnétiine 50,6
Kaempférol 2,7
6.3. Ecorces

Les écorces renferment une quantité notable des polyphénols et dont la composition est résumée

ci-dessous.

10
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Tableau VI:Composition chimique des écorces!

Les constituants

Acides phénoliques totaux
Flavonoides totaux

Kaempférol
Quercétine
Isorhamnetine

6.4. Cladodes

22/.

Quantité mg/100g
45,7

6,95

0,22

4,32

2,41-91

Le figuier de barbarie

Les cladodes sont constitués principalement de Narcissine et Coumarique et la composition

chimique détaillée est dans le tableau ci-dessous.

Tableau VII: Composition chimique des cladodes!??!.

Les constituants
Acide gallique
Coumarique

3,4-dihydroxybenzoique
4-hydroxybenzoique

Acide férulique
Acide salicylique
Isoquercétine

Isorhamnetin-3-O-glucoside

Nicotiflorine
Rutine
Narcissin

6.5. Fleurs

Quantité mg/100g
0,64-2,37
14,08-16,18
0,06-5,02
0,5-4,72
0,56-34,77
0,58-3,54
2,29-39,67
4,59-32,21
2,89-146,5
2,36-26,17
14,69-137,1

La composition chimique des fleurs est la suivante.

Tableau VIII:Composition chimique des fleurs??!.

Les constituants
Acide gallique

Quercétine-3-O-Rutnoside
Kaempférol-3-O-Rutinoside
Quercétine-3-O-Rutinoside
Isorhamnetin-3-O-Robinobioside
Isorhamnetin-3-O-Galactoside
Isorhamnetin 3-O-Glucoside
Kaempferol 3-O-Arabinoside

Quantité mg/100g
1630-4900

709

400

447

4269

979

724

324

11
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7. Période de récolte et conservation
La récolte se fait manuellement ou a 1’aide de roseaux fondue a 1’extrémité 181,

Tableau IX:Période de récolte et conservation de figuier de barbarie.

Période de récolte Conservation
Fruits Juillet, aout Frais
Fleurs Mai Seches

8. Usage figue de barbarie

Dans le figuier de Barbarie rien n’est a jeter que ce soient les résidus des raquettes ou des fruits,

chaque partie de la plante constitue un excellent fertilisant 231,

Tableau X:Usage du figuier de barbarie

Aires commerciales Usages spécifiques

Production alimentaire Fruits, jus de fruits, extraction d’huile des
graines

Production d’énergie Alcool, biomasse fraiche

Aliment de bétail Fourrage, déchets des fruits

Usage médical Fleurs pour les diurétiques, cladodes pour les
diabétes

Usage agronomique Fixation du sol, source d’eau
complémentaire, brise-vent

Colorants Betalaines dans les fruits, acide carminique

9. Extraction d’huile de figuier de barbarie

Il existe plusieurs techniques d’extraction d’huile de figuier de barbarie et elles peuvent étre
conventionnelles ou nouvelles et parmi les méthodes déja effectuées sur cette plante on peut

citer I’extraction assistée par micro-ondes, extraction par solvant et extraction par pression a

froid.
9.1. Extraction assistée par micro-ondes.
Le processus d'extraction assistée par micro-ondes est comme suit :

10 g des fruits de figuier de barbarie ont été extraites dans 1'eau déminéralisée dans un rapport
fruit/eau de 1 :10 , puis placés dans un récipient d'extraction en PTFE. L'EAM a été réalisée a

l'aide d'un appareil @ micro-ondes.

Enfin, le récipient a été refroidi a température ambiante, filtré et lyophilisé 1241,

12
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9.2. Extraction par solvant

Les graines ont été¢ mixés dans un moulin a céréales. L'huile a été extraite de la poudre
dans un Soxhlet pendant 7 h a 'hexane ; aprés élimination du solvant au rotavapor, I'huile a été

récupérée, pesée et conservée a une température de -20°C 251,
Le rendement issu de cette méthode d’extraction est 11,86%.
9.3. Extraction par pression a froid

Les graines ont été passées dans une presse a huile a vis sans fin IBG Monforts Oekotec
qui provoque une pression croissante a environ 60°C ; I'huile a été récupérée, décantée, pesée

puis conservée a une température de -20°C 1231,

Le rendement issu de cette méthode d’extraction est 8.08%.
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Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent une
recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont applicables a de nombreuses
disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou 1’on recherche le lien qui existe entre

une grandeur d’intérét y, et des variables x 1261,

Avec les plans d'expériences on obtient le maximum de renseignements avec le minimum
d'expériences pour cela, il faut suivre des régles mathématiques et adopter une démarche

rigoureuse.
1. Généralité

Le plan d’expérience constitue selon le mot de R. FISHER un essai technologique d’utilisation
maximal des données depuis son invention vers 1935, le domaine a connu un développement
considérable surtout dans les 30 années qui ont suivis. Les premiers scientifiques qui ont posés

le probléme d’organisation des essaies sont des agronomes 271,
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 critéres d’étude déterminés, ces méthodes tirent leurs

justifications théoriques de certaines constructions mathématiques 1281,
2.2. Population
La population est la collection d’objets ou de personnes étudiées 281,

e Statistique d’une population :

Erreur
L’erreur est la différence entre une valeur approximative et une valeur réelle.
Moyenne

Elle est donnée par la relation suivante :

_ Ji
moy =y = z?
i=1

Variance

Elle est donnée par la relation suivante :

14
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n
vary = 0% = b=y )’
y _ n—1
1=1

Ecart type

11 est donné par la relation suivante :

Ecart type = 0 = Vvary

2.3. Individu Statistique
L’individu statistique ¢’est tout objet ou personnes sur lesquels porte 1’étude 281,
2.4. Echantillon

Echantillonnage consiste a choisir des individus de la population générale suivant certaines

contraintes 28!,
2.5. Variable

La variable est un parametre étudi¢ sur un individu, une ou plusieurs variables peuvent étre

associées sur un individu. Les variables peuvent étre de nature variée :

e Variables qualitatives et quantitatives.
e Variables indépendantes et variable dépendantes.

e Variables controlées et non controlées.

Variable qualitative est la variable statistique dont les valeurs s’expriment de facon littérale, sur

lesquelles les opérations arithmétiques comme le calcul de la moyenne n’ont pas de sens.

Variable quantitative est la variable statistique dont les valeurs s’expriment par des nombres,

sur lequel les opérations arithmétiques comme le calcul de moyenne ont un sens.
3. Notion d’expérience

L’expérience et sa planification jouent un réle important dans la démarche statistique et est
I’une des facons de construire le savoir car elle a permis a I’homme de progresser et de répondre

a des questions qu’il se posait.

Dans le langage scientifique I’expérience fait provoquée ou attendu pour vérifier une hypothese,

loi et arriver ainsi a une connaissance théorique de la fagon dont se passent les choses.

Dans le langage classique 1’expérience : épreuve, essais effectués pour étudier un phénomene
[29]
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4. Intérét des plans d’expériences

L’objectif majeur des plans d’expériences est d’établir des relations de dépendance entre
certains facteurs et certaines réponses et de les modéliser et on distingue divers types d’objectifs

qui peuvent impliquer différentes familles de plans tels que 1391,

e Dégrossir un probleme
e Recherche d’un optimum

e Mod¢élisation d’un systeéme
5. 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 1261,
Y = a0 + Y aiXi + Y, aijXiXj + ... Y, aiiXi® + aij ... zXiXj ... Xz + e

Y : est laréponse ou la grandeur d’intérét, elle est mesurée au cours de I’expérimentation et elle

est obtenue avec une précision donnée.

Xi : représente le niveau attribué au facteur i par I’expérimentateur pour réaliser un essai. Cette

valeur est parfaitement connue.
ao ai aj : sont les coefficients du modele mathématique adopté a priori.
e : c’est le manque d’ajustement et I’erreur expérimentale.
6. Type de plans d’expériences
6.1. Plans factoriels complets
Le plan factoriel est obtenu lorsqu’au moins un essai pour chaque combinaison de facteur est
réalisé.
11 est parfois nécessaire d’augmenter le nombre de niveaux d’un facteur afin de mieux maitriser

I’action de ce facteur. Dans ce cas il faut étre prudent, car le nombre d’expériences augmente

rapidement B,

Le nombre d’expériences = n? (n : nombre de niveaux , p : N-1, N : nombre d’expérience)
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6.2. Plans factoriels fractionnaires

Les plans fractionnaires sont trés utiles et mettent en évidence I’intérét primordial de la méthode
des plans d’expériences et permet ¢galement de diminuer le nombre d’expériences nécessaires
a la construction d’un modele. Mais cependant, il est prudent de garder un certain esprit critique

face aux résultats que fournissent les plans fractionnaires 31,
Le nombre d’expériences = nP* (k :nombre de facteurs)
6.3. Plans non factoriels

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

particuliers [2°1,
7. Construction d’une matrice factorielle

Dans ces plans, les facteurs ne peuvent prendre que deux niveaux distincts correspondants a (-

1) et (+1) en variables codées. Le nombre d’expériences a réaliser est N= 2K,
L’algorithme de Yates permet de construire ces matrices d’expériences

- Toutes les colonnes commencent par (-1).

- On alterne les (-1) et les (+1) toutes 2"lignes pour la j colonnes.

On ajoute ensuite une colonne ou plusieurs colonnes pour reporter les résultats expérimentaux

(réponses notées Y1) 3% (A B,C sont des facteurs).

Tableau XI:Plan factoriel complet pour trois facteurs.

A B C | Réponse
1 - - - Y
2 + - - Y2
3 - + - 1Y3
4 + + - Y4
5 - - + | Ys
6 + - + | Yo
7 - + |+ Y7
8 + + + | Ys
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L’¢étude pratique a été réalisé au laboratoire de chimie analytique du département de pharmacie
de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou et ce dans le but d’optimiser une méthode

d’extraction des polyphénols dans les différents organes du figuier de barbarie.
1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Matiéres premieres
Les maticres premicres utilisées dans ce travail sont classés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XII: Maticres premicére utilisées dans le travail.

Matiére premiére Usage
Matériel végétal Les racines L’extraction
Les raquettes
Les écorces
Les graines

Figure 2: Graines
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1.1.2. Réactifs

Partie pratique

Figure 4: Racine

Les réactifs utilisés dans cette étude sont mentionnés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XIII: Réactifs utilisés dans le travail

Réactifs Masse molaire Pureté (%)
(g /mol)

Ethanol 46,07 100

Eau distillée 18,01528

Acétonitrile 41,05 99,5

Folin ciacalteu 344,3203 2M

Bicarbonate de 84,007 99

sodium

1.1.3. Appareillage et équipements

Fournisseur

HONEYXELL/RIEDEL-
DE HAEN

SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
FLUKA

Cette étude a exigé 1’utilisation de certains équipements et appareils et sont classés dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau XIV: Appareillages et équipements

Equipements
HPLC La pompe
SHIMADZU LC 20 L’injecteur

La colonne
Le détecteur

L’ordinateur
Spectrophomeétre UV visible
Balance analytique
Agitateur magnétique
Bain ultrasons sonicateur

Distillateur
Etuve

1.1.4. Verrerie et autres

Références

LC 20 AT

SIL 20 A

C 18

Détecteur
spectrophotométrique
UV-visible

PerkinElmer
KERN ALT 220-
5DAM

STUART
Advantage-LAB

MEMMERT

Dans ce travail nous avons utilisé la verrerie ci-dessous.

Tableau XV: Verrerie utilisée dans le travail

Verrerie

Béchers

Tubes a essai
Erlenmeyer

Fioles jaugées
Pipettes jaugées
Viale

Eprouvette graduée
Verre de montre

1.2. Méthodes

1.2.1. Plans d’expériences

Autres
Micropipette
Pissettes

Spatule

Papier aluminium
Papier filtre
Porte-tubes
Embouts

Barreau magnétique

Partie pratique

Usage
Dosage qualitatif

Mesurer
I’absorbance
Peser

Homogénéiser
Dissolution

Séchage

Cette étude a exigé une étude statistique pour déterminer des conditions optimales pour

la réalisation de notre travail, comme il est nécessaire de développer des feuilles de calcul ou

nous avons opté pour un plan factoriel complet. Pour cela nous avons fixé trois facteurs

Soupconnés influents sur le rendement de I’extraction ; température, temps d’extraction et

solvants et nous avons attribué¢ deux niveaux a chaque facteurs (niveau haut, niveau bas).

Le nombre d’expériences qui a été réalisé est 2°=8 (3 nombre de facteur).
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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 ’aide du logiciel JMP.
1.2.1.1. Choix des facteurs

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs parametres tel que la température, la durée de

mise sous ultrasons 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 le faite que la composition en polyphénols est variables 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 XVI: Facteurs quantitatifs et qualitatifs

Facteurs Niveau bas (-1) Niveau haut (+1)
X1 Solvants Eau distillée Acétonitrile
X2 Température C° 25°C 40°C
X3 Durée (min) 30min 60 min

1.2.1.2. Construction de la matrice

Nous avons réalisé le plan factoriel suivant 2°
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Tableau XVII: 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 +-- 1 -1 -1

6 +-+ 1 -1 1

7 ++- 1 1 -1

8 +++ 1 1 1

Tableau XVIII: Matrice des effets en variables naturelles

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

1 - 30 min Eau 25°C

2 -+ 30 min Eau 40°C

3 —+- 30 min Acétonitrile | 25°C

4 —++ 30 min Acétonitrile | 40°C

5 +-- 60 min Eau 25°C

6 +-+ 60 min Eau 40°C

7 ++- 60 min Acétonitrile | 25°C

8 +++ 60 min Acétonitrile | 40°C

1.2.2. Extraction
1.2.2.1. Extraction assistée par ultrasons
a. Principe de I’extraction assistée par ultrasons

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

traversé.

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

solvant.

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

la zone de cavitation.

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

contraintes de cisaillement qui modifient les caractéristiques du milieu.

Ce large éventail de mécanismes impliqués dans le traitement par ultrasons peut induire des

effets physiques et chimiques avec plusieurs applications potentielles dans différents domaines.

Les principaux avantages de 'ultrason sont son efficacité, simplicité et son faible cott (cotit de
l'instrument et de I'opération). Elle peut également fonctionner a température modérée, ce qui

convient aux composé€s thermosensibles.

Dans ce présent travail I’extraction des polyphénols dans les différents organes du figuier de
barbarie est assistée aux ultrasons (EAU) consiste a une extraction solide-liquide dans un bain
a ultrasons ou dans un récipient dans lequel une sonde est immergée. Les ondes utilisées pour

I’UAE ont une fréquence qui varie de 20khz a 100MHz.

Les ultrasons permettent de diminuer significativement le temps d’extraction en permettant une
meilleure diffusion du solvant dans la mati¢re végétale tout en augmentant le rendement par

apport aux méthodes conventionnelles.
b. Traitement de la matiére végétale

Les raquettes et les racines ont été récoltées mai 2021 de la région Yakouren et le fruit a été

récolté aout 2021.
e Séchage
Le séchage de la plante a été effectué naturellement a 1’air libre durant 15 jours.

e Obtention de la poudre
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Les différents organes du figuier de barbarie sont broyés finement a I’aide d’un moulin a café
puis tamisés.
e Conservation de la poudre
La poudre a été conservée dans des flacons en verre a 1’abri de la lumiere et I’humidité.
c. Préparation des échantillons

Pour extraire les polyphénols des différentes parties de figuier de barbarie par ultrasons nous

avons opté pour le protocole suivant.

Tableau XIX : Mode opératoire

Organes = Graines Raquettes Racines Ecorces

Masse 20 mg 20 mg 20 mg 20 mg

(mg)

Solutions S2 S3  SI S2 S1 S2 S1 S2

Solvants  Eau > > »>  Eau >

distillée &  Eau &  Eau & distillée &

s distillée S distillée s s
(¢ (¢ (¢ (¢

Protocol = Peser 20 mg de la poudre broy¢ de chaque organe, ajouter le solvant d’extraction
(eau distillée, acétonitril)
Procéder a I’extraction dans un bain a ultrason tout en variant de la durée
d’extraction et la température
1.2.3. Analyse quantitative
1.2.3.1. Préparation des solutions

a. Préparation du standard d’étalonnage

Dans une fiole de 50 ml, peser 250 mg d’acide gallique et les faire dissoudre dans 20 ml

d’éthanol puis compléter jusqu’au trait de jauge : SO
La gamme d’étalonnage est obtenue selon le tableau ci-dessous :
Tableau XX: Gamme d'étalonnage
Solutions étalons S1 S2 S3 S4

Dilution 1/10  Dilution 1/25 Dilution
de la solution de la solution 1/50 de la
SO SO solution SO

Dilution 1/5 de

Dilution la solution SO
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A Tlaide d’une pipette jaugée, prélever respectivement un
Protocole volume V de la solution SO dans une fiole de 50 ml, compléter
au trait de jauge avec ’eau distillée

Figure 5 : Solutions étalons

b. Préparation de la solution sodique

Dans une fiole jaugée de 100 ml faire dissoudre 10 g de NaxCOs dans 1’eau distillée puis

compléter jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée
c. Préparation du blanc

-Prélever a I’aide d’une pipette jaugée 1ml d’eau distillée
-Ajouter Iml d’éthanol

-Ajouter 1ml du folin, laisser agir pendant 3 mins

-Ajouter 1ml de la solution carbonate disodique Na;CO3 (aq)

1.2.3.2. Dosage des polyphénols totaux

L’¢étude bibliographique nous indique que le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon

plusieurs méthodes et elles sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Toutes les méthodes ont été essayées, le choix de la méthode de dosage été établie selon la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique ayant un coefficient de détermination proche de 1.
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Tableau XXI: Méthodes de dosage qui ont été effectuées

V volume de Volume de

>< Pextrait FC

Temps

. , 200uL a 0,2

ere )
1°"¢ méthode ml H,0 1ml 2h
2e’me .
méthode 1g/l Sml 30min
3e’me
méthode Iml Sml 2h
4e’me .
méthode Tul Sml 30min
5éme .
méthode 200ul Iml 30min
6éme \
méthode 02a300ug/1 100ul
7éme )
méthode 30ul 2.5ml 15min
8éme )
méthode Iml 100ul 30min
9éme )
méthode 0.2ml 1ml 20min

Partie pratique

Température

T ambiante
T ambiante
23 C°
T ambiante
T ambiante
37 C°
50 C°
T ambiante

70 C°

La méthode de dosage choisie est présentée dans le schéma ci-dessous :

Apreés 3mins

500ul de ’extrait

~

500pl d’eau distillée

v

500pl folin

v

500p1 de Na2CO3 (aq)

Volume

de

bicarbonate

de sodium
0,8 ml
7,5%

4 ml

75g/1

15ml

20%

10ml

800ul
7,5%
80ul

2 ml
75¢g/1
2ml
2%

18.8ml

Figure 5: Dosage des polyphénols totaux selon la méthode de folin ciacalteu
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1.2.4. Analyse qualitative

Partie pratique

1.2.4.1. Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques issue de la mise au point de la méthode sont présentées

Dans le tableau XXII.

Tableau XXII: Conditions chromatographiques

Colonne

Détection
Volume injecté
Débit

Phase mobile

Mode d’élution

Température

Longueur 25 cm

Diamétre 4,6 mm

Taille des particules 5 um

Phase stationnaire Gel de silice

octadecylesilyle (C18)
Spectrophotomeétre UV-visible 280nm et 230nm
10 pl
1,2 ml/min
Phase A : Solution d’acide formique a 0,1%
Phase B : Acétonitrile
Mode gradient :
0-3,2min : Phase B : 4%
3,2-32min: Phase B :4 3 100%
32-34,4min: Phase B :100%
34.4-36min: Phase B :100 —34%
40-46min: Phase B :4%

Ambiante

1.5.1.2. Préparation des solutions

a. Solutions standards

Pour la préparation des solutions standards nous avons suivi le mode opératoire suivant :

Dans des fioles de 25 ml peser 25 mg de chaque standards (Acide gallique, acide cinnamique,

acide caféique et acide p-coumarique)

Ajouter de I’eau distillée, agiter afin de les faire dissoudre puis compléter avec 1’eau distillée

jusqu’au trait de jauge.

e Dilution

A I’aide d’une pipette jaugée prélever un volume de 5 ml de chaque solution, dans des fioles de

25 ml puis compléter jusqu’au trait de jauge avec 1’eau distillée.
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b. Solutions échantillon
Pour la préparation des solutions échantillon nous avons opté pour le protocole suivant :

Dans des fioles de 50 ml peser 50 mg de chaque organe du figuier de barbarie (Raquettes,

€corces, racines, graines).

Ajouter de I’eau distillée, agiter pendant 15 mins a I’aide d’un agitateur puis compléter avec

I’eau distillée jusqu’au trait de jauge et filtrer.
e Dilution

A T’aide d’une pipette jaugée prélever 5 ml de chaque solution (solution raquettes, racine,
écorces et graines) dans des fioles de 25 ml puis compléter avec ’eau distillée jusqu’au trait de

jauge.

1. Résultats et discussion

I.1.Résultats
I.1.1.Plans d’expériences
I.1.1.1. Plan factoriel complet

Les données obtenues ainsi que la réponse analytique pour chaque organe sont résumées

dans les tableaux suivants :
e Raquettes

Tableau XXIII: Résultats obtenus pour les raquettes

N° de | Durée Solvant Température Rendement
I’expérience d’extraction

1 -1 -1 -1 12,25%

2 -1 -1 1 14,54%

3 -1 1 -1 8,62%

4 -1 1 1 17,11%

5 1 -1 -1 12,3%

6 1 -1 1 15,70%

7 1 1 -1 9,15%

8 1 1 1 18,03%
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Tableau XX1V': Résultats obtenus pour les écorces

Ecorces

Partie pratique

N° de | Durée Solvant Température Rendement
I’expérience d’extraction
1 -1 -1 -1 5,87
2 -1 -1 1 11,17
3 -1 1 -1 8,89
4 -1 1 1 17,11
5 1 -1 -1 7
6 1 -1 1 11,68
7 1 1 -1 10,97
8 1 1 1 18,49
e Graines

Tableau XXV: Résultats obtenus pour les graines
N° de | Durée Solvant Température Rendement
I’expérience d’extraction
1 -1 -1 -1 20,91
2 -1 -1 1 27,39
3 -1 1 -1 14,07
4 -1 1 1 15,15
5 1 -1 -1 31,51
6 1 -1 1 33,67
7 1 1 -1 19,07
8 1 1 1 19,78

e Racines

Tableau XXVI: Résultats obtenus pour les racines
N° de | Durée Solvant Température Rendement
I’expérience d’extraction
1 -1 -1 -1 3,87
2 -1 -1 1 4,65
3 -1 1 -1 10,40
4 -1 1 1 12,64
5 1 -1 -1 4,40
6 1 -1 1 5,20
7 1 1 -1 11,68
8 1 1 1 13,63
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I.1.1.2.Validation du modéle

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

variances.

Les figures ci-dessous correspondantes aux différents organes du figuier de barbarie donnent
une premicre évaluation du modéle établie, une dispersion homogene 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 modele a prédire les résultats.

0.9

08

0,7

Absorbance Observeé

04 0,5 06 0.7 0.8 0,9
Abscrbance Prévue RMSE=0,0506 Rcarré=0,99 P-
value=0,1979

Figure 6: Courbe linéarité de la méthode pour les raquettes

1 /
0.9 7
0.8
0.7

0.6

0.5 / ‘
04 /

0.3 T
0.2 =

0.2 023 04 0.5 0.6 0.7 08 09 1
Absorbance Prévue RMSE=0,0018 Rcarré=1,00 P-
value=0,0055

Absorbance Observeé

Figure 7: Courbe linéarité de la méthode pour les écorces
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0,7
0.6

0.5

04

03

Absorbance Observeé

0.2

0.1 = - - - - -
0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0,7
Abscorbance Prévue RMSE=0,0053 Rcarré=1,00 P-
value=0,0177

Figure 8: Courbe linéarité de la méthode pour les racines
1.8 -
1.6
1.4

.

12

1

Absorbance Observeé

08

0.6 - T = T T T 1
0.6 08 1 1.2 14 1.6 1.8
Abscorbance Prévue RMSE=0,0711 Rcarré=0,99 P-
value=0,1343

Figure 9: Courbe linéarité de la méthode pour les graines

I.1.1.3.Facteurs influencant

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

Raquettes

Source Log Worth
Température 1,073

Température*Solvant 0,926
Solvant 0,342
Température*Durée d'extraction 0,335
Durée d'extraction*Solvant 0,224
Durée d'extraction 0,022

—==apy

Ecorce

Source

Température | R

solvant d'extraction

solvant d'extraction*température =

Durée d'extraction ma

Durée d'extraction*solvant d'extre |
=

Durée d'extraction*température

Racine

Source

solvant

température

durée d'extraction

solvant *température

durée d'extraction *solvant
durée d'extraction *température

ij

jj|

Graines

Source

Solvant

Durée d'extraction
Température

Durée d'extraction*solvant
solvant*température

Durée d'extraction*température

ntont—] | |

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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L’analyse de la variance nous permet de voir si les variables retenues pour la modélisation ont

dans leurs ensemble un effet significatif sur la réponse. Les modeles avec des valeurs p-value

proches de zéros sont statistiquement significatifs et considéré comme étant appropriés pour

décrire la réponse étudiée correspondante. Si le F de Fisher expérimental est supérieur au Fo de

la table le modele est jugé valide. Les résultats de 1’analyse de la variance sont les suivants :

Tableau XXVIII: Résultats de 1'analyse de la variance des raquettes

Variation DDL Fc Fo Somme des | Carré p-Value
due a carrés moyen
Régressions | 6 2549516 | 2,57 0,22104300 | 0,036841 0,04
Résidus 1 0,00014450 | 0,000144
Total 7 0,22118750 | 0,97773388

Tableau XXIX: Résultats de l'analyse de la variance des racines
Variation | DDL Fc Fo Somme des | Carré p-Value
due a carrés moyen
régression | 6 1861 2,57 0,31406575 | 0,052344 0,001
Résidus 1 0,00002813 | 0,000028
Total 7 0,31409388 | 0,97773388

Tableau XXX: Résultats de 1'analyse de la variance des écorces
Variation | DDL Fc Fo Somme des | Carré p-Value
due a carrés moyen
régression | 6 1932 2,57 0,36235475 | 0,060392 | 0,0055
Résidus 1 0,00000313 | 3,125%°
Total 7 0,36235788

Tableau XXXI: Résultats de l'analyse de la variance des graines
Variation | DDL Fc Fo Somme des | Carré p-Value
due a carrés moyen
régression | 6 32,1010 2,57 0,97268375 | 0,162114 0,0055
Résidus 1 0,00505012 | 0,505012
Total 7 0,97773388 | 0,97773388
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1.1.2. Optimisation de ’extraction
1.1.2.1. Analyse quantitative

a. Courbe d’étalonnage

Partie pratique

Les résultats de I’étalonnage sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau XXXII : Les absorbances en fonction des concentrations en acide gallique

Concentration en acide gallique (mg/ml) | L’absorbance
0,05 0,0174

0,1 0,023

0,2 0,1

0,5 0,2214

1 0,57

La courbe d’étalonnage est présentée dans la figure ci-dessous :

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 ‘

Figure 10: Courbe d'étalonnage

y=0,5097x-0,0162 ¢
R?=0,9954 .

0,8 1 1,2

Comparaison de I’ordonnée a 1’origine avec zéro selon le test de student est présenté dans

le tableau ci-dessous :

T calculé 2,52
To (0,05 ;4) 2,776
Ddl 4
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1.1.2. 2.. Echantillonnage

Tableau XXXIII: Données obtenus pour les solutions échantillons

Organe Type — de température | durée | Masse Absorbance | Rendement
solvant
40°C 60min | 3,14 mg 0,782 15,70%
Eau 30min | 2,9mg 0,725 14,54%
distillée 250C 60min | 2,46mg 0,611 12 .3%
Raquettes 30m}n 2,45mg 0,608 12,25%
40°C 60m¥n 3,6lmg 0,903 18,03%
Acétonitrile 30m}n 3,42mg 0,856 17 ,11%
250C 60m¥n 1,83mg 0,450 9,15%
30min | 1,72mg 0,423 8,62%
40°C 60min | 2,34mg 0,579 11,68%
Eau 30min | 2 ,23mg 0,553 11,17%
distillée 250C 60min | 1,40mg 0,340 7%
Ecorces 30m@n 1,17mg 0,283 5,87%
40°C 60m}n 3,70mg 0,926 18,49%
Acétonitrile 30m¥n 3,42mg 0,856 17,11%
250 60m%n 2,19mg 0,543 10,97%
30min | 1,78mg 0,437 8,89%
40°C 60m@n 1,05mg 0,249 5,20%
Eau 30min | 0,93mg 0,221 4,65%
distillée 250C 60min | 0,88mg 0,208 4,40%
Racines 30m}n 0,77mg 0,181 3,87%
40°C 60m%n 2,73mg 0,679 13,63%
Acétonitrile 30m¥n 2,53mg 0,628 12,64%
250C 60m}n 2,34mg 0,579 11,68%
30min | 2,08mg 0,514 10 ,40%
40°C 60min | 6,73mg 1,70 33,67%
Eau 30min | 5,48mg 1,38 27,39%
distillée 250C 60min | 6,30mg 1,59 31,51%
Graines 30m@n 4,18mg 1,05 20,91%
40°C 60m¥n 3,96mg 0,992 19,78%
Acétonitrile 30m}n 3,03mg 0,756 15,15%
250C 60m¥n 3,81mg 0,956 19,07%
30min | 2,81mg 0,701 14,07%

Plusieurs méthodes d’extraction ont été déja effectuées sur le figuier de barbarie et les résultats

obtenus sont résumés dans le tableau suivant.
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Tableau XXXIV: Comparaison entre les rendements des extractions déja effectuées et le
rendement de la méthode choisis

Méthodes d’extraction effectuées sur les Le rendement
graines
Extraction par solvant 11,86%
Extraction par pression a froid 8,08%
Extraction assistée par ultrasons 33,67%

De cette étude il ressort que I’extraction aqueuse assistée par ultrasons est la meilleure technique

d’extraction des polyphénols totaux.
1.1.3. Analyse qualitative

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

les figures ci-dessous :

30] Det A CH{
20
101
07
T ‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
0 5 10 15 20 25 30 35
min
1 Det.A Ch1/280nm
Figure 11: Chromatogramme des racines
307 Det.A Ch1
207
10]
0]
o 5 10 15 20 25 3 3
min
1 Det.A Ch1/280nm
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Figure 12: Chromatogramme des raquettes
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mv
DetAChi
204
10
0+ L—\
e L e
0 5 10 15 20 25 30 35
min
1 DetA Ch1/280nm
Figure 13: Chromatogramme obtenu a partir des écorces
mv
— DetAChi
204
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Figure 14: Chromatogramme des graines

Det.A CH1

22.597
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o

Q..
17.922

7.771
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16.124

min
Det.A Ch1/280nm

Figure 15: Chromatogramme des standards
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I.2.Discussion
1.2.1 Plan d’expérience
1.2.1.1. Choix du plan d’expérience

Le plan d’expérience choisi est un plan factoriel complet a trois facteurs (Durée d’extraction,
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
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 racines, 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 ¢gale a 0,99 pour toutes les représentations graphiques des valeurs observées en fonction

des valeurs estimées pour les 4 organes ; on conclue que le modé¢le est adéquat
b. Facteurs signifiants

Selon les différents histogrammes obtenus des quatre composants racines, graines et écorces,
pour un seuil de 5% les facteur significatifs pour 1’absorbance des polyphénols sont la durée

de I’extraction, le solvant d’extraction et la température.

Pour les raquettes les facteurs significatifs sont la température et le solvant d’extraction, par
contre la durée est un parametre non significatif, ce qui traduit la faible teneur des raquettes

en polyphénols
c. Analyse des variances et des résidus

Selon I’analyse des variances effectuée sur les différents organes on constate p-value inférieur

a 0,05
Test de Fisher :
F calculé supérieur a FO : Effet significatif pour un seuil de alpha= 0,05

On constate ¢galement que la valeur des résidus qui est originaire des erreurs aléatoires est

faible selon ces résultats obtenus :

Le coefficient de détermination est supérieur ou égale a 0,99, le facteur de Fisher calculé est

supérieur au facteur de Fisher de la table au risque de 5%, les p-value inferieures a 0,05
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On conclue que le mode¢le est jugé valide.
1.2.2. Analyse quantitative
1.2.2.1.Courbe d’étalonnage
Pente= 0,5097
Ordonnée a I’origine= -0,0162
Le Coefficient de détermination = 0,99
Comparaison de 1’ordonnée avec zéro selon le test de student :

T calculé est inférieur a TO donc la différence est non significative, ce qui explique que
I’ordonnée a I’origine est comparable avec zéro, ce qui confirme l’absence d’erreur

systématique.
1.2.2.2.Dosage des polyphénols totaux
a. Raquette

Le rendement maximal obtenu est de 18,03% dans les conditions suivantes : Acétonitrile

comme solvant pour une durée d’extraction de 60min sous une température de 40°C.
b. Ecorce

L’extraction optimale se fait avec 1’acétonitrile pendant 60 min sous un chauffage a 40°C.

Le rendement d’extraction des polyphénols obtenue dans 1’écorce est de 18,49%
¢ Racine

Un rendement de 13,63% est obtenu a ’aide de I’acétonitrile durant 60 min sous un

chauffage a 40°C.
d. Graine

Un maximum d’extraction de 33,67% des polyphénols a été obtenu dans les graines dans les

conditions suivantes :
Solvant : Eau distillée
Durée d’extraction : 60 min

Température d’extraction : 40°C
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1.2.2.3.Analyse qualitative

a. Standard

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

Acide caféique :16,12 min

Acide coumarique :17,92min

Acide cinnamique 22,69min

b. Echantillons

Différentes substances ont été enregistrées mais le manque de standards empéche
I’identification de ces derniers ; les acides caf€ique, cinnamique et coumarique ont été

identifiés dans les différents organes du figuier de barbarie.
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Conclusion générale

Le figuier de barbarie « I’Opuntia ficus-indica » est une plante de la famille des cactaceaes, il
est largement connu dans le monde, il constitue un remede naturel qui s’avere efficace contre
diverses maladies grace aux substances antioxydantes qu’il renferme. De ce fait, ces
substances sont un sujet d’intérét de nombreuses recherches scientifiques en raison de leurs
effets positifs sur la santé¢ humaine, et de leurs potentialités intéressantes dans plusieurs

Domaines.

Lors de cette étude on s’est intéress€s au graines, raquettes, racines et écores du figuier de

barbarie qui constituent une excellente source des composés phénoliques.

Premiérement,on a choisi un plan d’expérience factoriel complet a trois facteurs ensuite la
construction d’une matrice des effets apres cela on a procédé I’extraction assistée par

ultrasons des composés phénoliques .

Deuxiémement,on a effectué un dosage quantitative des polyphénols totaux en se référant de

la méthode de folin ciacalteu ensuite, un dosage qualitatif par HPLC.

Des résultats encourageants sont observeés et selon les aboutissements des plans d’expérience
utilisés le meilleur rendement est signalé pour les graines avec 33.67% a une température de
40c® et une durée d’extraction de 60min en utilisant I’eau distillée comme solvant
d’extraction ce qui est intéressant sur le plan technologique et la méthode de dosage choisis a
permis de montrer la présence des polyphénols totaux dans les différents organe du figuier de

barbarie.

A cette fin, il faut penser également a élargir et consolider les travaux de recherches sur cette

plante.
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Annexe I : Extraction

1.Généralité :

L’extraction est la premicre étape pour séparer les produits naturels désirés des maticres
premicres, elle est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés d’un mélange

initial, sur la base de propriétés chimiques ou physiques 331,

Depuis la haute Antiquité ’homme utilise des parfums, des ardmes, des extraits de produits
naturels par des techniques classiques tel que: La filtration, le pressage, 1’enfleurage, la

décoction, la macération et la percolation.
2.Définition

L’extraction consiste a transférer un composé d’une phase a une autre, d’une phase liquide a

une autre phase liquide ou bien d’une phase solide a une phase liquide.

Elle s’effectue a I’aide des solvants volatils (benzeéne, hexane, éther de pétrole) mais aussi a
I’aide d’autres solvants (alcool éthylique, chlorure de méthylene, butane etc.) et le choix du

solvant se fait selon la difficulté d’extraction et selon la sensibilité des substances a traiter 34,
3.Intérét de ’extraction

L’objectif majeur de 1’extraction est de séparer une ou plusieurs substances d’un ensemble ou

d’un organisme.

4.Type d’extraction
4.1. Enfleurage

L’enfleurage est I’'un des procédés classiques et antiques, il se fonde sur 1’affinité¢ des parfums
pour les graisses et on distingue deux méthodes selon la résistance de la plante a la chaleur, il

s’effectue donc a froid et a chaud 133!,
Principe

o Etaler les fleurs sur des chassis enduit de graisses inodores
o Les graisses absorbent le parfum jusqu’a saturation.

o Renouveler réguli¢rement les fleurs
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o Arréter I’opération une fois 1kg de la graisse est saturé par 2 a 3kg de fleurs.

o Faire fondre la pommade qui sera décantée, ensuite la traiter avec de 1’alcool a froid
pour qu’il entraine le parfum seul 361,

4.2. Extraction par solvant

L’extraction par solvant repose sur utilisation des solvants qui ont un trés grand pouvoir de
solubilisation afin de solubiliser et emprisonner la substance a extraire et qui seront aisément
¢liminés, elle permet de réaliser la migration d’un soluté initialement contenu dans une phase

solide, liquide vers un solvant non miscible au premier milieu 7).
Principe

o Placer la plante dans I’extracteur

o Epuiser la plante par lavage successif par un solvant approprié ensuite passer a une
décantation P71,

Dans la méthode précédente on peut rencontrer deux types d’extraction ;

Extraction solide/liquide : elle repose sur le transfert de la matiére d’une phase solide a une

phase liquide.

Extraction liquide/liquide : elle repose sur la migration de la matiére de la solution au solvant

en fonction de sa solubilité dans chacun d’entre eux 38,
L’extraction liquide/liquide fait intervenir trois étapes.

La premiére est la mise en contact des deux phases pour augmenter la surface d’échange,

mélanger la phase a extraire et la phase d’extraction.

La seconde étape consiste a obtenir I’équilibre du systéme (saturation de la phase d’extraction)

qui est régi par les lois de la diffusion et de la solubilité.
La derniere étape est la séparation des phases par décantation.

On distingue deux méthodes d’extraction liquide/liquide; 1’extraction liquide/liquide

discontinue et 1’’extraction liquide/liquide continue.

o Extraction liquide/liquide discontinue
Elle consiste a extraire dans une seule opération (non répétée) le maximum de soluté par un
solvant, elle s’effectue par une agitation vigoureuse du solvant et de soluté suivie d’une

séparation par décantation 131,
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o Extraction liquide/liquide continue

Le rendement de I’extraction discontinue se révele généralement faible et insuffisant pour cela
il convient de réaliser I’extraction continue qui consiste a alimenter la solution a extraire par un

nouveau volume de solvant extractif recyclé en continu par distillation 41,
4.3. L’Hydro distillation ou entrainement a la vapeur

L’hydro distillation est la distillation d’un mélange hétérogeéne d’eau et d’un liquide organique,
son principe est basé sur celui de la distillation des mélanges binaires ou partiellement miscibles
et quelques soit la nature du liquide organique, le mélange a une température d’ébullition
inférieur a 100°C.Les hydro distillations sont souvent utilisées pour récupérer des huiles

essentielles. L essence est entrainée par la vapeur sous la forme d’un hétéro azéotrope 1381,

L’hydro distillation est une méthode simple et accessible et la plus courante, elle consiste a
émerger la Drug directement dans I’eau ensuite portée a 1’¢ébullition et les vapeurs formées sont
condensées par un systeme de réfrigérateur par courant d’eau. L’opération est généralement

conduite a pression atmosphérique 133,

Principe

o Mettre la masse végétale dans I’eau
o Chauffer le mélange jusqu’a ébullition

o Les vapeurs d’eau et les huiles essentielles se condensent et sont recueillies dans un vase
et la séparation se fait par la différence de densité 1361,

4.4. L’entrainement a la vapeur séche

L’entrainement a la vapeur est un procédé mis au point par les techniciens pour éviter les

réactions non désirées qui peuvent altérer les résultats 361,
Principe

o Dans la cuve, la masse végétale repose sur une grille vers laquelle la vapeur séche est
pulsée.

o Les particules d’essence se libérent et se condensent dans le serpentin réfrigéré.

o Les vapeurs sont recueillies dans un vase puis séparées.
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4.5. L’extraction au COz supercritique

L’extraction au CO; supercritique consiste a traiter une matieére premiére aromatique végétale
et naturelle avec du CO; a I’état supercritique. Dans cet état le CO> a la viscosité d’un gaz et la
densité d’un liquide, ce qui fait de lui un bon solvant. L’extraction au CO; supercritique consiste
a faire passer un courant de CO» a haute pression qui fait éclater les poches a essence et entraine

la substance désirée 1361,
4.6. Extraction assistée par micro-onde

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est I'une des méthodes avantageuses d'extraction
verte basée sur des radiations électromagnétiques d'une fréquence de 0,3 a 300 GHz, sous
I’influence du courant alternatif, les molécules possédant un moment dipolaire vont changer
d’orientation 4,9*%10"9 fois par seconde .Le transfert d’énergie au mélange se fait grace a la
rotation des dipdles et a la conduction ionique. La MAE permet ainsi d’augmenter la pénétration
du solvant dans la matrice, dans le cas de matériel végétal frais, I’eau intrinseéque au végétal
posséde un moment dipolaire (1,85 D) et peut jouer aussi un réle de solvant. On peut citer
comme avantages majeures de cette technique, son fort rendement d’extraction, sa rapidité

d’exécution ainsi que son coft réduit 411,

Dans cette méthode, la plante est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte
dont la pression est réduite de fagon séquentielle, les molécules volatiles sont entrainées dans
le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée les parois

végétales se brisent et libérent le contenu en huile 3%
5.1Temps d’extraction

La rapidité d’extraction est le principal atout dans I’extraction des huiles essentielles par micro-

onde, elle permet une réduction significative du temps d’extraction 421,
5.2. Effet thermique des micro-ondes

Une température ¢levée augmente la solubilité, la perméabilité des parois cellulaires et favorise

I’éclatement des cellules et entraine ’extraction des huiles essentielles 421,
5.3. Solide végétal
Le matériel végétal a une double influence sur le transfert de la matiere

L’une par sa taille et 1’autre par sa structure, 1’accroissement de la chaine augment le coefficient

de partage. Plus la molécule est volumineuse plus le coefficient de partage est élevé 421,



Annexes

5.4. Puissance micro-ondes

La puissance doit étre correctement choisie pour éviter une température excessive qui pourrait

mener a la dégradation des huiles essentielles 42,
6.Coefficient de partage

En raisonnant a partir de I’énergie libre nécessaire pour transporter une mole de soluté S d’une
phase dans 1’autre, il est possible de déterminer un coefficient de partage thermodynamique qui

est le rapport des fractions molaires, N, et Ny du soluté dans les deux phases a I’équilibre ¥,

- M
K= Na
K : coefficient de partage.
L’indice a est réservé au solvant contenant initialement le soluté.

L’indice b est réservé au solvant extractif.

Ce rapport est une constante a température donnée dans les conditions idéales ou ne se produit

aucune interaction entre soluté et solvant.

On peut également définir le coefficient de partage K par la relation entre les concentrations

des deux phases 138,
=Cb
K_Ca

Le coefficient de partage varie considérablement avec les substances a répartir et avec le couple
de solvants considérés en fonction des valeurs des coefficients de solubilité, mais il est

caractérisé d’une substance donnée et d’un couple de solvant donné 391,

7.Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité extraite de composé A présente dans la

phase organique a la quantité totale d’A en solution.

Cette grandeur dépend du rapport du volume des phases et pour une extraction effectuée avec

un volume V; de phase organique et V. de phase aqueuse le rendement s’écrit 431,

R

Quntité de A dans la phase organique
= — x100
Quantité totalede A
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_ A, __ A
k= [A]sVs + [A]eVe X100 [A]s + [A]e% 8




Annexes

Annexe II : plans d’expériences

1. Outils d’aide a I’interprétation

Lorsque le nombre d’expérience a réaliser est élevé, la variance expérimentale n’est pas connue
et on ne peut pas faire des essais au centre du domaine a cause de la présence d’un facteur
qualitatif, on fait appel aux outils d’aide a [Dinterprétation. Dans ces outils 1’erreur

expérimentale est une variable aléatoire distribuée selon une loi normal 441,

1.1. Méthode de Lenth

Lenth a mis au point une méthode qui consiste a estimer un pseudo erreur-type, pour mettre en
ceuvre un test statistique dont le résultat se traduit sous forme graphique semblable a une carte
de controle. La premiére étape de I’application de cette méthode consiste a classer les valeurs
absolues des coefficients aj du modele obtenu dans 1’ordre croissant. On définit ensuite la

grandeur s a partir de la médiane de ces valeurs absolues 41,
So = 1.5 * médiane |bj|

On ¢limine les coefficients dont la valeur absolue est supérieure a 2,5 so. En appliquant la méme
démarche aux coefficients restants, on estime a nouveau so. Il n’y a plus de coefficients a
¢liminer. On a atteint ainsi la valeur d’un pseudo erreur-type, désignant I’écart-type sur

I’estimation d’un coefficient 4l
PSE=1.5*médiane

Ce dernier résultat est utilis¢é de fagcon classique pour construire un intervalle bilatéral de

confiance associ¢ aux coefficients dont les limites sont définies par
Limites= t.q*PSE
o : seuil de signification qui est généralement égal a 5%.

d : nombre d’effets restants / 3.

1.2. Méthode de Daniel

Le graphe de Daniel permet de tester graphiquement la normalité de la répartition des valeurs
des effets. Cette méthode d’analyse repose sur la construction d’un graphe. On ordonne dans

un premier temps la valeur absolue des effets moyens dans un ordre croissant, ce qui permet
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d’obtenir le rang i de chacune de ces valeurs absolues (i=1,..., k). La valeur des effets moyens
constitue I’axe des abscisses du graphe de Daniel. On calcul alors la fréquence correspondante

a partir de la relation suivante 441,

Si tous les effets moyens étaient nuls, le nuage de point s’alignerait alors sur une droite passant

par I’origine du graphique, la dispersion des points autour de cette droite étant due a la

Variabilité naturelle des résultats d’essais. Dés qu’il n’y a plus alignement, les points qui se

détachent de la droite traduisent des facteurs aux effets moyens probablement actifs 44!

2. Construction d’une matrice d’Hadamard

Les matrices d'expériences de criblage les plus connues sont les matrices d’Hadamard ou
matrices de Plackett et Burman pour lesquelles le nombre de simulations est proche du nombre
de facteurs étudiés. Ces plans sont des matrices composées uniquement des valeurs +1 ou -1 en
variables codées. Elles permettent d’estimer le "poids" de chaque facteur. L’objectif de ces

plans est de découvrir les facteurs les plus influents sur une réponse donnée 451,

Dans les plans de Plackett-Burman on s’intéresse uniquement aux effets principaux des facteurs
et donc les interactions d’ordre deux ou plus peuvent étre négligeables. Ce qui fait de ces plans
les plus utilisés dans les tests de robustesse. Le tableau suivant décrit le nombre d’expériences

recommandées en fonction du nombre de facteurs a examiner 46!,

Tableau : premiere ligne d’une matrice d’Hadamard.

Plan(N) La premiére ligne

8 +4++-+--

12 -t +---t-

16 ++++-++--+---

20 e e

24 +4++++-F-F ettt
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La matrice d’expérience est construite comme suit 471,

>
>

11 faut repérer la ligne génératrice correspondante aux nombre N a réaliser

11 faut transposer cette ligne dans la premicre ligne ou colonne d’une matrice de rang N-
1 puis par permutation circulaire, il existe 4 permutations possibles sont permutation
par la gauche, par le bas, par le haut et par la droite.

[1tigne | © |* [ [* " 7 - [ [ [* ][]
rrigne |- [ [* [ [T [F [ [0 [ [7]

Il faut permuter le dernier signe de la ligne et le reporter sur la derniére colonne de la
ligne suivante. on continue les autres lignes de la méme manicre.

On s’arréte a la (N-1) ™ ligne c’est a dire si N= 12 on s’arréte a N=11.

La derniére ligne ne comporte que des -1

Il faut supprimer les colonnes superflues et garder le nombre de lignes



Table de Student

LO1 DE STUDENT AVEC k DEGRES DE LIBERTE
QUANTILES D'ORDRE 1 —

=
E | o025 020 015 010 005 0025 0010 0005 00025 00010 0.0005
1 | 1000 1376 1963 3078 6314 1271 3182 63.66 1273 3183 6366
2 | 0816 1.061 133 18% 2920 4303 6965 9925 1409 2233 31.60
3 | 0765 0978 1250 1638 2353 3182 4541 5841 7453 1021 1292
4 |0741 0941 1190 1533 2132 2776 3747 4604 5598 7.173 8610
5 | 0727 0920 115 1476 2015 2571 3365 4032 4773 5.893 6.869
6 |0718 0906 1134 1440 1943 2447 3143 3707 4317 5208 5959
7 | 0711 0896 1.119 1415 1895 2365 29985 3499 4029 4785 5408
8 | 0706 08%9 1108 1.397 1860 2306 2896 3.355 3833 4501 5041
9 | 0703 0883 1100 1.383 1833 2262 2821 3250 3.690 4.297 4781
10 | 0700 0.879 1.093 1.372 1812 2228 2764 3169 3581 4.144 4587
11 | 0697 0876 1088 1363 1796 2201 2718 3.106 3497 4.025 4437
12 | 0695 0873 1083 135 1782 2179 2681 3055 3428 3930 4318
13 | 0694 0870 1079 1350 1771 2160 2650 3.012 3372 3.852 4221
14 | 0692 0868 1076 1345 1761 2145 2624 2977 3326 3787 4140
15 | 0691 0.866 1074 1.341 1753 2131 2602 2947 3286 3.733 4073
16 | 0690 0.865 1.071 1.337 1746 2120 2583 2021 3.252 3.686 4015
17 | 0689 0863 1.069 1333 1740 2110 2567 2898 3222 3646 3.965
18 | 0688 0.862 1.067 1330 1734 2101 2552 2878 3197 3.610 3922
19 | 0688 0.861 1.066 1.328 1729 2093 2539 2861 3174 3.579 3883
20 | 0687 0860 1.064 1325 1725 2086 2528 2845 3153 3.552 3.850
21 | 0686 0859 1063 1323 1721 2080 2518 2831 3135 3.527 3819
22 | 0686 0858 1.061 1321 1717 2074 2508 2819 3119 3505 3.792
23 | 0685 0858 1.060 1319 1714 2069 2500 28507 3104 3.485 3.767
24 | 0685 0.857 1059 1318 1711 2064 2492 2797 3091 3.467 3.745
25 | 0684 0856 1.058 1316 1708 2060 2485 2787 3078 3.450 3.725
26 | 0684 085 1058 1315 1706 2056 2479 2779 3.067 3.435 3.707
27 | 0684 0855 1.057 1314 1703 2052 2473 2771 3.057 3.421 3.690
28 | 0683 0855 1056 1313 1701 2048 2467 2763 3.047 3.408 3674
20 | 0683 0854 1055 1311 1699 2045 2462 2756 3.038 3.396 3.659
30 | 0683 0.854 1055 1310 1697 2042 2457 2750 3.030 3.355 3646
40 | 0681 0851 1.050 1.303 1684 2021 2423 2704 2971 3.307 3551
50 | 0.679 0.849 1047 1299 1676 2009 2403 2678 2937 3.261 3.496
60 | 0679 0848 1045 1206 1671 2000 2390 2660 2915 3232 3.460
S0 | 0678 0.846 1.043 1202 1664 1990 2374 2639 2887 3.195 3.416
100 | 0677 0.845 1042 1290 1660 1984 2364 2626 2871 3.174 3390
120 | 0677 0845 1.041 1.289 1658 1950 2358 2617 2860 3.160 3.373
s | 0674 0842 1036 1282 1645 1960 2326 2576 2807 3.090 3.291
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Table de Fisher-Snedecor

num den 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 1614476 185128 10.1280 7.7086 6.6079 59874 55914 53177 51174 4.9646
2 199.5000 19.0000 9.5521 6.9443 5.7861 5.1433 4.7374 4.4590 4.2565 4.1028
3 215.7073 19.1643 9.2766 6.5914 5.4095 4.7571 4.3468 4.0662 3.8625 3.7083
4 2245832 19.2468 9.1172 6.3882 5.1922 4.5337 4.1203 3.8379 3.6331 3.4780
5 230.1619 19.2964 9.0135 6.2561 5.0503 4.3874 3.9715 3.6875 3.4817 3.3258
6 233.9860 19.3295 8.9406 6.1631 4.9503 4.2839 3.8660 3.5806 3.3738 3.2172
7 236.7684 19.3532 8.8867 6.0942 4.8759 4.2067 3.7870 3.5005 3.2927 3.1355
8 238.8827 19.3710 8.8452 6.0410 4.8183 4.1468 3.7257 3.4381 3.2296 3.0717
9 240.5433 19.3848 8.8123 5.9988 4.7725 4.0990 3.6767 3.3881 3.1789 3.0204

10 241.8817 19.3959 8.7855 5.9644 4.7351 4.0600 3.6365 3.3472 3.1373 2.9782
11 2429835 19.4050 8.7633 5.9358 4.7040 4.0274 3.6030 3.3130 3.1025 2.9430
12 2439060 19.4125 8.7446 5.9117 4.6777 3.9999 3.5747 3.2839 3.0729 2.9130
13  244.6898 19.4189 8.7287 5.8911 4.6552 3.9764 3.5503 3.2590 3.0475 2.8872
14 2453640 19.4244 8.7149 5.8733 4.6358 3.9559 3.5292 3.2374 3.0255 2.8647
15 2459499 19.4291 8.7029 5.8578 4.6188 3.9381 3.5107 3.2184 3.0061 2.8450
16 2464639 19.4333 8.6923 5.8441 4.6038 3.9223 3.4944 3.2016 2.9890 2.8276
17 2469184 19.4370 8.6829 5.8320 4.5904 3.9083 3.4799 3.1867 2.9737 2.8120
18 247.3232 19.4402 8.6745 5.8211 4.5785 3.8957 3.4669 3.1733 2.9600 2.7980
19 247.6861 19.4431 8.6670 5.8114 4.5678 3.8844 3.4551 3.1613 2.9477 2.7854
20 248.0131 19.4458 8.6602 5.8025 4.5581 3.8742 3.4445 3.1503 2.9365 2.7740
21 248.3094 19.4481 8.6540 5.7945 4.5493 3.8649 3.4349 3.1404 2.9263 2.7636
22 248.5791 19.4503 8.6484 5.7872 4.5413 3.8564 3.4260 3.1313 2.9169 2.7541
23 248.8256 19.4523 8.6432 5.7805 4.5339 3.8486 3.4179 3.1229 2.9084 2.7453
24 249.0518 19.4541 8.6385 5.7744 4.5272 3.8415 3.4105 3.1152 2.9005 2.7372
25 249.2601 19.4558 8.6341 5.7687 4.5209 3.8348 3.4036 3.1081 2.8932 2.7298
26 249.4525 19.4573 8.6301 5.7635 4.5151 3.8287 3.3972 3.1015 2.8864 2.7229
27 249.6309 19.4587 8.6263 5.7586 4.5097 3.8230 3.3913 3.0954 2.8801 2.7164
28 249.7966 19.4600 8.6229 5.7541 4.5047 3.8177 3.3858 3.0897 2.8743 2.7104
29 2499510 19.4613 8.6196 5.7498 4.5001 3.8128 3.3806 3.0844 2.8688 2.7048
30 250.0951 19.4624 8.6166 5.7459 4.4957 3.8082 3.3758 3.0794 2.8637 2.6996

num den 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 4.8443 4.7472 4.6672 4.6001 4.5431 4.4940 4.4513 4.4139 4.3807 4.3512
2 3.9823 3.8853 3.8056 3.7389 3.6823 3.6337 3.5915 3.5546 3.5219 3.4928
3 3.5874 3.4903 34105 3.3439 3.2874 3.2389 3.1968 3.1599 3.1274 3.0984
4 3.3567 3.2592 3.1791 3.1122 3.0556 3.0069 2.9647 29277 2.8951 2.8661
5 3.2039 3.1059 3.0254 29582 29013 2.8524 2.8100 2.7729 2.7401 2.7109
6 3.0946 2.9961 29153 2.8477 2.7905 2.7413 2.6987 2.6613 2.6283 2.5990
7 3.0123 29134 2.8321 2.7642 2.7066 2.6572 2.6143 2.5767 2.5435 2.5140
8 2.9480 2.8486 2.7669 2.6987 2.6408 2.5911 2.5480 2.5102 24768 2.4471
9 2.8962 2.7964 2.7144 2.6458 2.5876 2.5377 2.4943 24563 24227 2.3928

10 2.8536 2.7534 2.,6710 2.6022 2.5437 2.4935 2.4499 24117 23779 2.3479
11 2.8179 2.7173 2.6347 2.5655 2.5068 24564 24126 23742 2.3402 2.3100
12 2.7876 2.6866 2.6037 2.5342 2.4753 24247 23807 23421 23080 2.2776
13 2.7614 2.6602 2.5769 25073 2.4481 2.3973 2.3531 23143 2.2800 2.2495
14 2.7386 2.6371 2.5536 2.4837 24244 23733 23290 2.2900 2.2556 2.2250
15 2.7186 2.6169 2.5331 24630 2.4034 2.3522 23077 22686 2.2341 2.2033
16 2.7009 2.5989 2.5149 24446 2.3849 2.3335 2.2888 2.2496 2.2149 2.1840
17 2.6851 2.5828 24987 24282 23683 23167 2.2719 2.2325 2.1977 2.1667
18 2.6709 2.5684 24841 24134 23533 23016 2.2567 22172 2.1823 2.1511
19 2.6581 2.5554 24709 24000 2.3398 2.2880 2.2429 2.2033 2.1683 2.1370
20 2.6464 2.5436 24589 23879 23275 2.2756 2.2304 2.1906 2.1555 2.1242
21 2.6358 2.5328 24479 23768 23163 2.2642 2.2189 2.1791 2.1438 2.1124
22 2.6261 2.5229 24379 23667 23060 2.2538 2.2084 2.1685 2.1331 2.1016
23 2.6172 2.5139 24287 23573 22966 2.2443 2.1987 2.1587 2.1233 2.0917
24 2.6090 2.5055 24202 2.3487 2.2878 2.2354 2.1898 2.1497 2.1141 2.0825
25 2.6014 2.4977 24123 23407 2.2797 2.2272 21815 2.1413 2.1057 2.0739
26 2.5943 2.4905 24050 2.3333 2.2722 2.2196 2.1738 2.1335 2.0978 2.0660

Annexes



27
28
29
30

2.5877
2.5816
2.5759
2.5705

2.4838
2.4776
2.4718
2.4663

2.3982
2.3918
2.3859
2.3803

2.3264
2.3199
2.3139
2.3082

2.2652
2.2587
2.2525
2.2468

2.2125
2.2059
2.1997
2.1938

2.1666
2.1599
2.1536
2.1477

2.1262
2.1195
2.1131
2.1071

2.0905
2.0836
2.0772
2.0712

2.0586
2.0517
2.0452
2.0391
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Résumé

Le figuier de barbarie est largement utilis¢ en médecine traditionnelle pour ses propriétés

biologiques attribuées essentiellement aux polyphénols.

L’objectif de ce travail a consisté a optimiser une méthode d’extraction assistée par ultrasons
des polyphénols présents dans les différents organes du figuier de barbarie (Raquettes, écorce,

racine, graines) afin d’améliorer le faible rendement de cette extraction.

La premicere partie concerne la construction d’une matrice des effets, un plan factoriel complet

a 3 facteurs a savoir la température, le type de solvant, la durée de 1’extraction.

La seconde partie a été consacrée pour 1’extraction assistée par ultrasons ou différents facteurs
ont ét¢ étudiés, la troisiéme partie pour le dosage des polyphénols totaux selon la méthode de

folin ciacalteu et I’analyse qualitative par HPLC.

Les résultats montrent que le modele choisit est adéquat et que les 3 facteurs température,
solvant et durée d’extraction sont révélés significatifs pour les racines, écorces et graines et
deux seulement pour la raquette et qu'un meilleur rendement a été observé dans les graines avec

33,67% a une température de 40C° et une durée d’agitation de 60 mins.

Mots clés: Folin ciacalteu, extraction assistée par ultrasons, optimisation.



Abstract

The prickly pear is widely used in traditional medicine for its biological properties

attributed mainly to polyphenols.

The objective of this work was to optimize a method of ultrasound assisted extraction
of polyphenols present in the various organs of the prickly pear (raquettes, bark, root, seeds) to

improve the low yield of this extraction.

The first part concerns the construction of a matrix of effects, a complete factorial plan

with 3 factors namely the temperature, the type of solvent, the duration of the extraction.

The second part was devoted to the extraction assisted by ultrasound where different
factors were studied, the third part for the determination of total polyphenols according to the

method of folin ciacalteu and the qualitative analysis by HPLC.

The results show that the chosen model is adequate and that the 3 factors temperature,
solvent and extraction time were found to be significant for roots, barks and seeds and only two
for the racket and that a better yield was observed in seeds with 33.67% at a temperature of

40C° and a stirring time of 60 min.

Keywords: Folin ciacalteu, ultrasound assisted extraction, optimization.



