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Depuis très longtemps, les plantes médicinales jouent un rôle déterminant dans la

conservation de la santé de l’Homme et la survie de l'humanité (Iserin, 2001 ; Machiex et al.,

2005). Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), près de 80% des populations

dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaires (Guo et al., 2003).

Ces plantes sont considérées comme une source inépuisable de métabolites secondaires avec

une diversité structurale qui, autrement, ne pourrait être disponible dans un laboratoire de

synthèse chimique (Koehn et Carter, 2005).

L’Afrique est l’un des continents dotés de la plus riche biodiversité dans le monde.

L’Algérie est l’un des pays de ce continent qui possède une richesse floristique considérable,

particulièrement d’innombrables figuiers de barbarie qui façonnent les paysages (Habibi et

al., 2005 ; Aberkane, 2006).

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules bioactives extraites des plantes,

il nous a paru intéressant d'étudier cette espèce extrêmophile. Malgré son abondance,

particulièrement dans le bassin méditerranéen, la figue de barbarie suscite peu d'intérêts; elle

n'est pas valorisée et sa consommation ne reste que saisonnière (Habibi et al., 2005 ; Ksouri

et al., 2012). En effet, l’Opuntia ficus indica (OFI) est utilisée depuis très longtemps par les

Berbères pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques où toutes les parties de la plante sont

utilisées ; les fruits, les cladodes et les fleurs (Anonyme 1).

Dans cette optique nous nous sommes intéressés à l’étude d’une partie aussi

importante que le fruit ; la fleur qui constitue un des sous-produits de l’industrie du cactus,

cette dernière est généralement jetée à la séparation du fruit puisque, jusqu’à présent, elle est

considérée comme un déchet (Benayad et al., 2014) et reste non exploitée ; pour une

meilleure valorisation et afin d’apporter une valeur ajoutée aux agroindustriels, notre étude est

portée sur l’étude de cette partie du figuier de barbarie.

La fleur d’OFI est caractérisée par ses effets bénéfiques sur la santé et par sa richesse

en composés bioactifs. Parmi ces derniers, les antioxydants et les piégeurs de radicaux qui

exerçant un effet protecteur dans plusieurs maladies et il a été démontré que les composés

phénoliques ont une relation étroite avec ces propriétés. Certains travaux ont été réalisés sur

l’activité antioxydante des composés phénoliques des extraits de fleurs de cactus en fixant

certains paramètres d’extraction (Chahdoura et al., 2014 ; Rabhi et al., 2015). Néanmoins,
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l'extraction est l'étape initiale et la plus importante pour récupérer les composés bioactifs à

partir de matières végétales. En outre, de nombreux facteurs tels que la composition du

solvant, la température d'extraction, le rapport solvant-solide, le pH du solvant et la pression

peuvent influencer d’une manière significative l'efficacité de l'extraction, l'activité

antioxydante et le contenu phénolique. Par conséquent, il est nécessaire d'optimiser les

conditions d'extraction pour obtenir les teneurs les plus élevées en ces composés.

D’autre part, la méthode traditionnelle d'optimisation prend beaucoup de temps, car un

seul facteur seulement est pris en compte. Dans cette méthode, les interactions de divers

facteurs sont ignorées et donc, les chances d'obtenir les vraies conditions optimales sont

minimes. Pour surmonter cette difficulté, l'utilisation de la Méthodologie de Surface de

Réponse (RSM) est utilisée.

Dans cette optique, la présente étude vise à optimiser les conditions d’extraction des

composés phénoliques des fleurs d’OFI en utilisant la RSM. En outre, dans l’objectif de

développer une méthode efficace d’extraction, une comparaison entre deux méthodes

d’extraction traditionnelle (macération) et innovante (aux ultrasons) s’avère d’importance

majeure.

Cette étude va nous permettre de répondre ainsi à deux questions, d’une part, qu’elles

sont les meilleures conditions pour extraire des taux importants en composés phénoliques des

fleurs d’OFI. D’autre part, qu’elle est la méthode la plus efficace pour l’extraction de ces

composés.

Afin de répondre à cette problématique la démarche suivante est adoptée :

La première partie est une synthèse bibliographique qui présente la description du figuier

de barbarie et les méthodes d’extraction des polyphénols. La deuxième partie de ce travail est

une étude expérimentale qui a pour but :

 D’optimiser les conditions d’extraction (extraction par macération et extraction

assistée par ultrasons) des composés phénoliques des fleurs d’OFI.

 De déterminer la meilleure méthode d’extraction en dosant les composés phénoliques

(polyphénols totaux, flavonoïdes et bétalains) et en évaluant l’activité antioxydante

des différents extraits.

Et nous allons finir avec la présentation, l'analyse et l’interprétation des résultats obtenus.
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1- Origine et distribution géographique

Le figuier de Barbarie ou Opuntia ficus indica, est originaire du Mexique et figure

d’ailleurs sur l’emblème du drapeau Mexicain. Il a été introduit d’abord en Espagne et plus

tard au 16ème siècle au Nord et au Sud de l’Afrique (Habibi, 2004). Par conséquent, sa

distribution géographique est très large : Mexique, Sicile, Chili, Brésil, Turquie, Corée,

Argentine et Afrique du Nord (Felker et al., 2005 ; Kabas et al., 2006 ; Snyman, 2006).

Il s’est diffusé rapidement dans le bassin méditerranéen et s’y est naturalisé au point

de devenir un élément caractéristique du paysage (Habibi, 2004).

1-1- Position systématique

D’après Wallace et Gibson (2002), la position systématique du figuier de barbarie est la

suivante :

1-2- Dénominations

Selon Schweizer (1997), la plante peut porter un nom différent selon l’idiome local :

Nopal, Tuna, Chardon d’Afrique, Pricklypear, El-tin-el-Choki et autres comme l’indique le

tableau I.

Tableau I : Différents noms de l’espèce OFI (Zirmi-Zembri1 et S Kadi, 2016)

Nom
scientifique

Nom commun
en berbère

Nom commun
en arabe

Nom commun
en Français

Nom commun
en Anglais

Opuntia ficus

indica

Akarmuslahlu,

Tihendit

Hendi,

Karmousensara

Figuier de

barbarie

commun

Pricklypear,

Barbaryfig,

Indianfig

Règne :

Sous-règne :

Division :

Classe :

Sous-classe :

Ordre :

Famille :

Sous-famille :

Tribu :

Genre :

Espèce :

Plantae.

Tracheobionta.

Magnoliophyta.

Magnoliopsida.

Caryophyllidae.

Caryophyllalles.

Cactaceae.

Opuntioideae.

Opuntieae.

Opuntia.

Opuntia ficus indica L.
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2- Description du figuier de Barbarie

Le figuier de barbarie, est une plante succulente résistante à la sécheresse et aux

conditions les plus hostiles, il appartient à la famille des Cactaceae qui comprend environ

1500 espèces (Neffar, 2012).

Il peut atteindre jusqu’à 5 mètres de hauteur, avec un tronc épais et ligneux. Il existe

deux variétés, la variété inerme et l’épineuse. Ses articles aplatis en forme de raquette

(cladodes) de couleur vert mat, ayant une longueur de 30 à 50cm, une largeur de 15 à 30cm,

sont couverts de petites aréoles, d’épines blanchâtres, sclérifiées, solidement implantées et

longues de 1 à 2cm et de glochides (Habibi, 2004). Ces derniers sont de fines épines de

quelques millimètres de couleur brunâtre, se décrochent facilement, s’implantant solidement

dans la peau (Neffar, 2012). Les cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont

recouvertes d’une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protège contre

les prédateurs (Schweizer, 1997 ; Wallace et Gibson, 2002).

Les feuilles, éphémères, sont de forme conique et ont quelques millimètres de long,

apparaissant sur les jeunes raquettes (Fried, 2012), à leur base, se trouvent les aréoles

(environ 150 par cladodes) qui sont des bourgeons axillaires modifiés (Neffar, 2012).

Les fruits sont des baies charnues ovoïdes ou piriformes pourvues d’épines. Ils sont

généralement verdâtres ou jaunes à maturité. La pulpe est toujours juteuse, de couleurs jaune

orangé, rouge ou pourpre, parsemée de nombreuses petites graines (Habibi, 2004).

L’appareil racinaire est superficiel, se concentre dans les 30 premiers centimètres du

sol seulement, mais en revanche très étendu (Mulas et Mulas, 2004).

Quant aux fleurs qui font l’objet de cette présente étude, elles apparaissent sur le

sommet des cladodes, sont hermaphrodites, de couleur jaune et deviennent rougeâtres à

l’approche de la sénescence de la plante (Habibi, 2004).

Elles sont larges (4 à10 cm), leurs floraison a lieu en avril-mai par contre leurs

fructification vers juillet-août (Schweiser, 1997).

Elles sont régulières, avec de nombreuse sépales, pétales et d’étamines, à insertion

spiralée. Le gynécée comprend au moins 5 carpelles, soudés en un ovaire infère uniloculaire,

à plantation pariétale. L’ovaire contient un nombre plus au moins grand d’ovules anatropes,

crassinucellés et bitégumentés (Crété, 1965 ; Schweiser, 1997) comme le montre la figure 1.
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Figure 1 : (a) Fleur vue du coté, (b) Coupe de la fleur (Anonyme 1)

3- Propriétés thérapeutiques des fleurs du figuier de barbarie et leurs

utilisations traditionnelles

Les fleurs séchées du figuier de barbarie sont utilisées à des fins médicinales, les

capsules des corolles des fleurs séchées sont utilisées comme remède du dysfonctionnement

de la prostate (hypertrophie bénigne de la prostate) et comme régulant diurétique. Elles sont

aussi utilisées comme remède médical pour différents buts incluant les traitements des

hémorroïdes, le diabète et les troubles du système digestif tels que les colites chroniques, les

douleurs abdominales et les diarrhées (Mayer et McLaughlin, 1981 ; Ammar et al., 2015).

En Sicile, le thé préparé avec les fleurs de l’OFIest utilisé comme traitement contre les

douleurs rénales. Le bouilli des fleurs séchées est utilisé en pharmacopée traditionnelle, aux

brulures et coups de soleil (Coskuner et Tekin, 2003 ; Ennouri et al., 2005).

4- Composition chimique de la fleur d’Opuntia ficus indica

Les figues de barbaries contiennent des fleurs qui sont particulièrement riche en

minéraux (potassium, calcium, magnésium, fer et zinc), en vitamines et en acides aminés et

antioxydants (Schweiser, 1997).

Le suc de la fleur de l’Opuntia est plus visqueux que celui des raquettes. Il contient

environ les mêmes principes actifs que la tige. Sa teneur en cendres avoisine 9%. Elles

comportent 30% de silice et 14% de chaux (Schweiser, 1997). D’autres composés sont

représenté dans le tableau II suivant :

(a) (b)
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Tableau II : Composition moyenne de la fleur de la figue de barbarie (Habibi, 2004).

Constituants Teneur

Cires 9-11

Minéraux (cendres) 7-8

Cellulose 27

Protéines (N x 6,25) 8-10

Autres polysaccharides 40-45

En plus de cette composition, la fleur est caractérisée par sa richesse en composés

phénoliques dont nous nous sommes intéressés dans ce travail actuel. Ces composés, entre

autres ; les terpènoïdes et les alcaloïdes, sont des métabolites secondaires naturels,

exclusivement synthétisés dans le règne végétal (Wuyts, 2006). Leur répartition qualitative et

quantitative est inégale selon les espèces, les organes, les tissus et les stades physiologiques

des plantes et sont généralement impliqués dans la défense contre le rayonnement ultraviolet

ou l’agression par des agents pathogènes (Bhooshan Pandey et al., 2009).

Ils sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique et d’un ou plusieurs

groupements phénoliques dans leur structure (Tableau I) et se différencient par le nombre et

l’enchaînement des noyaux aromatiques, le nombre et la position des groupes hydroxyles

ainsi que la présence de divers substituants (Macheix et al., 2006 ; Hollman et al., 2010).
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Tableau III : Classification des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de

carbones

Squelette Classification Exemple

7 C6-C1 Acides phénols Acides gallique

8 C6-C2 acétophénones Gallacétophénone

8 C6-C2 Acide phénylacétique Acide p-hydroxyphény-

acétique

9 C6-C3 Acide hydroxycinamique Acide p-coumarique

9 C6-C3 Coumarines Esculitine

10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone

13 C6-C1- C6 Xanthones Mangiferine

14 C6-C2- C6 Stilbènes Resveratrol

15 C6-C3- C6 Flavonoïdes Naringénine

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoïdes en

particulier sont très poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques. De façon

générale ce sont des agents réducteurs capables de réagir avec les radicaux libres produits par

notre organisme et aboutissent à la destruction oxydative (Koga et Meydani, 2001 ; Turner

et al., 2004).

Dans l’organisme, la production des radicaux libres est contrôlée par les systèmes de

défense. En conditions normales, il existe un équilibre de la balance antioxydants/prooxydants

(Mohammedi, 2006). Une fois que cet équilibre est affecté par une augmentation de la

production d’oxydants ou par une altération dans la défense antioxydante, ce qui induit « un

stress oxydatif » (Lahoual, 2004). Les effets protecteurs des polyphénols contre le stress

oxydatif se traduisent par une diminution des teneurs en radicaux libres (Rock, 2003).

A cet effet, ils sont dotés de plusieurs activités telles que les activités antiallergique,

anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale,

antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire

(Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

Les fleurs du cactus sont une source importante en composés phénoliques dont les

flavonoïdes. Selon (Habibi, 2004), la fleur renferme également les lignines dont le pourcentage varié

de 2-3 %.
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Le tableau ci-dessous montre la répartition de composés phénoliques de l’extrait des

fleurs d’OFI :

Tableau IV : Distribution et contenu des phénols et des flavonoïdes dans les fleurs d’OFI

(Ahmed et al., 2005 ; De Leo et al., 2010).

Composante principale identifiées Contenu en mg/100g

Acide gallique

Quercétine 3-O-Rutinoside

4 kaempferol 3-O-Rutinoside

5 Quercétine 3-O-Glucoside

6 Isorhamntine 3-O-Robinobioside

7 Isorhamntine 3-O- Galactoside

8 Isorhamntine 3-O-Gluciside

9 Kaempferol 3-O-Arabinoside

1630-4900

709

400

447

4269

979

724

324

 Betalains

Les bétalains sont des pigments azotés hydrosolubles, qui sont synthétisés à partir de

l’acide aminé tyrosine les bétacyanines, pigments de couleur rouge à violet et les

betaxanthines, pigments de couleur jaune à orange. L’acide bétalamique, est le chromophore

commun à tous les pigments bétalains (Vergara et al., 2014). La structure de la base des

bétalains est représentée dans la figure 2 suivante :

Figure 2 : Structure de base des bétalains (Anonyme 2)



Synthèse bibliographique

9

5- Méthodes d’extraction

La variabilité de la matière végétale, la complexité de leur structure ainsi que la large

variété des composés à en extraire ont induit l’apparition d’une grande variété de technologies

d’extraction.

5-1- Extraction par macération

C’est une méthode conventionnelle, qui consiste à laisser séjourner la matière végétale

dans le solvant (avec ou sans agitation) pour extraire les principes actifs, à température

ambiante ou à température élevée pour une durée déterminée. Elle est basée sur la solubilité

des composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une série de

facteur incluant la nature de la matière végétale, la concentration en solutés de l’échantillon,

la nature du solvant, la durée d’extraction…etc. (Budic-letoc et al., 2005 ; Spigno et al.,

2007).

5-2- Extraction par soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter

infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'à l’épuisement complet du soluté

dans la matière première (Subramanian et al., 2016).

Encore, cette technique qui a été employée pendant longtemps, est une technique

standard et de référence principale pour évaluer la performance d'autres méthodes d'extraction

solide-liquide. L'extraction par Soxhlet est une technique générale et bien établie, et qui

dépasse en performance les autres techniques conventionnelles d'extraction, excepté dans le

cas de l'extraction des composés thermolabiles (Luque de Castro et Garcia-Ayuso, 1998).

Dans un dispositif Soxhlet, comme montré dans la figure 3 ci-dessous, la matière

végétale est placée dans une cartouche poreuse, et remplie de solvant frais condensé à partir

d'un ballon à distiller. Quand le liquide atteint le niveau de débordement, un siphon aspire la

solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le ballon à distiller, portant les corps

dissous extraits dans le liquide en bloc. Dans le ballon, le corps dissous (soluté) est séparé du

solvant par distillation. Le soluté reste dans le flacon et le solvant frais passe de nouveau dans

le lit de solide. L'opération est répétée jusqu'à ce que l'extraction complète soit réalisée

(Luque-Garcia et Luque de Castro, 2004).
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5-3- Extraction par ultrasons

L’extraction des composés bioactifs par ultrasons (20-100 kHz) est une technique

émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, elle est facile à mettre en

œuvre et peu consommatrice de solvant et d’énergie, du fait que cette technologie permet son

développement dans des conditions de pression atmosphérique et à température ambiante.

Elle est réalisée grâce à un appareil appelé soit sonicateur ou dans un bain à ultrasons qui

permet de transformer l’énergie électrique en vibrations mécaniques longitudinales le long

d’un bac, ces dernières permettent de détruire les cellules biologiques en suspension (Soria

et Villamiel, 2010 ; Vieira et al., 2013 ; Prommajak et al., 2014).

Figure 4 : Phénomène de cavitation (Soria et al., 2010)

Figure 3 : Appareil Soxhlet (Original)
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Le bac ou la sonde à ultrasons sont les deux types d’équipements couramment utilisés

dans les laboratoires. Lorsque les ultrasons se propagent à travers un liquide, les oscillations

des molécules provoquent la formation des zones de compression et de dépression

(raréfaction). Des bulles sont formées de cette différence de pression et la répétition de ces

cycles va conduire à leurs implosion (figure 4) ce phénomène est appelé cavitation

(Dolatowski et al., 2007). L’implosion de ces bulles vont provoquer des jets de liquides qui

vont percer les parois végétales et permettre ainsi la libération des molécules dans le milieu

liquide (Ya-Qin, et al., 2008 ; Chung et al., 2010 ; Michel, 2011).



Matériel et méthodes
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1- Produits chimiques et réactifs (Annexe 1)

2- Matériel végétal

2-1- Récolte

Le présent travail a été réalisé sur la partie aérienne fleurie d’Opuntia ficus indica,

récoltée dans la région de Barbacha, une localité située à une trentaine de kilomètres de la

wilaya de Bejaia, durant la période de floraison et de fructification en avril-mai 2016.

2-2- Préparation des échantillons

Une fois la récolte du matériel végétal est réalisée, l’échantillon est séché à l’air libre

dans un endroit sec pendant 15 jours puis broyé à l’aide d’un broyeur électrique, puis la

poudre a subi un tamisage afin d’obtenir une granulométrie de 125μm. Les poudres obtenues 

sont par la suite conservées dans des sachets en papier à l’abri de la lumière pour éviter la

photo-oxydation des substances actives contenues dans la poudre et seront utilisées par la

suite pour la préparation des extrais bruts.

3- Extraction des antioxydants

3-1- Extraction par macération (ESC)

La poudre de fleurs d’OFI (1g) a été pesée avec précision et mélangée à un certain

volume de mélange éthanol-eau (la concentration a été choisie selon le modèle expérimental)

dans un bécher. Ensuite, les béchers ont été laissé agiter sur une plaque agitatrice pendant un

temps tel que défini par les conceptions expérimentales. Après l'extraction, les mélanges ont

été centrifugés (5000 g, 20 min) et le surnageant a été recueilli et stocké à 4 °C jusqu'à

utilisation ultérieure.

3-2- Extraction aux ultrasons (EAU)

La poudre de fleurs d’OFI (1 g) et mélangée à un certain volume du mélange éthanol-

eau (la concentration a été choisie selon le modèle expérimental) dans un tube. Ensuite, les

tubes ont été immergés dans un bain d'eau de sonication, et irradiés à une puissance de 50Hz à

différentes températures (°C) et temps d'extraction (min), tel que défini par les conceptions

expérimentales. Après l'extraction, les mélanges ont été centrifugés (5000 g, 20 min) et le

surnageant a été recueilli et stocké à 4 °C jusqu'à utilisation ultérieure.
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3-3- Extraction au Soxhlet

L'extraction au Soxhlet a été réalisée selon la méthode décrite précédemment (Xu et

al., 2016). La poudre broyée (10 g) de fleurs d’OFI a été mise dans une cartouche au Soxhlet

et extraite avec 100 mL de solution aqueuse d'éthanol (35,70%) dans un appareil Soxhlet.

Après 4 h d'extraction sous 85 °C (maintenue par un bain-marie), la solution obtenue a été

recueillie pour l'analyse ultérieure.

4- Modèle expérimental

4-1- Expériences à un facteur

Des expériences à un facteur ont été menées pour évaluer les effets des trois

paramètres expérimentaux sur l'efficacité de l'extraction. Il s’agit de la concentration en

éthanol (20- 80%), le ratio du solvant d’extraction (rapport S/M, 10-60 mL/g) et le temps

d'extraction (60-360 min), pour l’extraction traditionnelle (macération). Concernant

l’extraction innovante (aux ultrasons), les facteurs étudiés sont, la concentration en éthanol

(20-100%), le temps (10-60 min) et la température (30-70°C). Sur la base des résultats

d'expériences à un seul facteur, trois facteurs qui ont exercé une influence majeure sur

l'efficacité de l'extraction seraient sélectionnés dans la conception de la méthode de surface de

réponse subséquente.

4-2- Méthodologie de surface de réponse

L’optimisation des conditions de l’extraction a été réalisée en utilisant le modèle

classique d’extraction en variant un paramètre et fixant les autres. La méthode adoptée est la

RSM, un modèle mathématique a été développé, le type du modèle choisi est le plan central

composite précis.

Ce plan comprend 20 essais, dont l’essai centré (0, 0, 0) est répété six fois, afin de

vérifier l’erreur type et la reproductibilité du procédé d’extraction.

5- Dosages d’antioxydants

Après l’étape de l’extraction, vient une succession de dosages spectrophotométriques

des extraits, afin de quantifier leur taux en polyphénols totaux, en flavonoïdes totaux et en

bétalains.

Les analyses quantitatives des composés phénoliques et flavonoïdes extraits sont

déterminées partir des équations de régression linéaires des courbes d’étalonnage et exprimées
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respectivement en mg équivalent acide gallique ou quercétine par g de la matière végétal

sèche (Annexe 2).

5-1- Détermination de la teneur en polyphénols totaux

 Principe

Le réactif de Folin- Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). Il est réduit, lors de l’oxydation

des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène (Ribereau-Gayon,

1968). La coloration bleu produite est proportionnelle à la teneur en composés phénoliques

contenue dans l’extrait (Georgé et al., 2005).

 Mode opératoire

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux contenue dans les différents extraits a

été réalisée selon le protocole décrit par Dorman et al., (2003), l’acide gallique a été utilisé

comme standard.

Dans des tubes à essai, un volume de 100μL de chaque extrait dilué est additionné à un 

volume de 6mL d’eau distillée. Ensuite, un volume de 500μL de réactif de Folin-Ciocalteu est 

ajouté, et 1,5 mL de Na2CO3 à 20% sont additionnés au mélange. A la fin, les tubes ont été

ajustés jusqu’à 10 mL avec de l’eau distillée puis agités et incuber à l’obscurité pendant deux

heures à température ambiante. L’absorbance est mesuré à 760 ƞm.  

5-2- Détermination de la teneur en flavonoïdes totaux

 Principe

La coloration jaunâtre donnée dans cette méthode est dû à la formation d’un complexe

entre le trichlorure d’aluminium (AlCl3) et les atomes d’oxygène présent sur les carbones 4 et

5 des flavonoïdes (Lagnika, 2005).

 Mode opératoire

Le dosage des flavonoïdes totaux a été effectué selon la méthode décrite par

Djeridane et al., (2006), un volume de 1mL d’extrait (avec dilution convenable) est ajouté à

1mL d’une solution d’AlCl 3 (2%, m/v). Après 15min d’incubation, l’absorbance est mesurée

à 430nm.
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5-3- Détermination de la teneur en bétalains

Les bétalains, constitués de deux grandes familles à savoir ; les bétacyanines et

bétaxanthines, sont mesurés respectivement, à des longueurs d’ondes de 538 nm et de 480 nm

où l’échantillon est directement mis dans une cuve sans incubation ni réactifs.

Les résultats sont exprimés en mg/L pour les bétacyanines et les bétaxanthines et en mg/100g

de matière sèche pour les bétalains totaux.

5-4- Evaluation de l’activité antioxydante

A- Teste au DPPH

 Principe

Le DPPH• (1,1-diphényl1-2-picrylhydrazyl) est un radical libre, il se caractérise par

une coloration violette en état oxydé et une coloration jaune en état réduit (Parejo et al.,

2002). Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de

DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl de couleur violette). En présence de molécules dites

antioxydantes, le DPPH• est transformé en sa forme réduite (diphényl picryl-hydrazine de

couleur jaune) comme le montre la figure 5 ci-dessous, ce qui conduit à une diminution de

l’absorbance. La décoloration du DPPH• est directement proportionnelle à la capacité des

molécules bioactives à le réduire (Mansouri et al., 2005).

Figure 5 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre l’espèce radicalaire

DPPH• et un antioxydant (AH) (Sanchez-Moreno, 2002).

 Mode opératoire

Ce test est réalisé selon le protocole décrit par Debbabi et al., (2016), un volume de

1mL de chaque extrait (avec dilution convenable) est ajouté à 1mL de la solution du DPPH

(0,2 mM) préparée fraîchement dans l’éthanol. Le mélange est incubé à température ambiante
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et l’abri de la lumière pendant 30 min. L’absorbance est mesurée à 517 nm contre un blanc.

L’activité anti-radicalaire des extraits a été exprimée en mg/g équivalent Trolox.

B- Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

 Principe

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans le complexe

ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune

du fer ferrique (Fe3+) en couleur bleu-vert du fer ferreux (Fe2+) (Yildirim et al., 2001).

 Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé est celui donné par Debbabi et al., (2016) où :

0,5 mL de l’extrait a été mélangé avec 0,5 mL du tampon de phosphate à 0,2 M (pH=6,6) et

0,5 mL de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) à 1%. Le mélange a été incubé à 50°C

pendant 20 min. Après incubation, 0,5 mL de l’acide trichloracétique(TCA) à 10 % ont été

ajoutés au mélange. Un volume de 1 mL est prélevé du mélange, auquel 1 mL d’eau distillée

et 200 µL de chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1% sont additionnés.

La lecture des absorbances se fait contre un blanc à 700 nm à l’aide d’un

spectrophotomètre.

La capacité antioxydante est exprimée en mg équivalent Trolox par gramme de

matière sèche (mg ET/g MS).

C- Test au le phosphomolybdate

 Principe

Le test du pouvoir réducteur phosphomolybdate est un essai direct qui est employé

principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la

réduction des molybdates en molybdène en présence des extraits en donnant une coloration

verte détectable par l’UV à une longueur d’onde de 695nm (Prieto et al., 1999).

 Mode opératoire

Le test au phosphomolybdate (PM) a été réalisé selon la méthode décrite par Brahmi

et al., (2012), qui consiste à introduire dans des tubes à essai 0,2 mL de l’extrait et 2 mL

d’un réactif composé de H2SO4 (0,6 M), de NaH2PO4 (28 mM) et de molybdate d’ammonium

(4 mM). Les tubes ont été ensuite bien fermés puis incubés à 95°C pendant 90 min. Après

refroidissement, l’absorbance a été mesurée à 695 nm contre un blanc.

La capacité antioxydante est exprimée en mg équivalent Trolox par gramme de

matière sèche (mg ET/g MS).
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6- Analyses statistiques

Dans cette étude, toutes les expériences ont été réalisées en triple et les résultats ont

été exprimés en valeur moyenne ± écart type (déviation standard). L'analyse statistique a été

réalisée en utilisant STATISTICA.12. L’optimisation a été réalisée à l’aide du logiciel

JMP.10.



Résultats et discussion
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L’extraction est effectuée par trois techniques différentes : conventionnelle, assistée

aux ultrasons et au Soxhlet. Le présent travail consiste à évaluer les extraits de fleurs d’OFI

obtenus en terme de quantité phénolique par ces trois techniques, après optimisation des

conditions d’extraction, une comparaison est effectuée afin de choisir la meilleure procédure

d’extraction de ces composés par rapport à la vitesse et au taux d’extraction.

1- Extraction par macération

Afin d’évaluer les conditions optimales et lancer une extraction par cette méthode, il

nous faudra d’abord déterminer des conditions de départ.

1-1- Etude préliminaire

Dans cette méthode d’extraction conventionnelle nous avons étudié, en fonction des

teneurs en polyphénols totaux (TPC) qui sont exprimés en mg EAG/g de MS, trois paramètres

(concentration en éthanol, temps et le ratio).

1-1-1- Effet de la concentration en éthanol

La solubilité des polyphénols dépend de la polarité du solvant utilisé (Naczk et

Shahidi, 2004). Dans notre travail, différentes concentrations d’éthanol (20 ; 40 ; 60 et 80%)

ont été testées sur l’efficacité de l’extraction. Les résultats de l’optimisation du solvant sont

représentés dans la figure 6 :

Figure 6 : Influence du solvant sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI obtenus par
macération.

La concentration en composés phénoliques totaux augmente avec l’augmentation de la

concentration en éthanol de 20 jusqu’à 60% ; où elle atteint son maximum, puis diminue

progressivement lorsque la concentration d’éthanol augmente de 60 à 80%. La teneur la plus

b b
a

c
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élevée en TPC a été trouvée pour l’éthanol 60%, alors que la teneur la plus faible est

enregistrée pour l’éthanol 80%.

1-1-2- Temps d’extraction

La figure 7 montre que la teneur la plus élevée en TPC a été enregistrée pour le temps

de macération de 5 h, tandis que la plus faible a été enregistrée pour 1 et 2 h sans différence

significative à P≤0,05. En outre, le contenu en polyphénols totaux est en variation irrégulière 

avec un temps variant de 1 à 4 h, mais qui augmente d’une manière non significative après 5 h

d’extraction et au-delà, nous constatons une légère diminution. De ce fait, comme l’expliquent

les travaux de Santos-Buelga et al., (2012); un temps de contact prolongé n’améliore pas

toujours l’efficacité de l’extraction, en effet, il peut également favoriser l’oxydation des

composés phénoliques.

Figure 7 : Influence du temps sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI obtenus par
macération.

1-1-3- Ratio

Les résultats obtenus dans la figure 8 montrent que la variation du ratio (matière

sèche/solvant) a un effet sur le taux d’extraction des polyphénols totaux comme l’ont cité

plusieurs auteurs dans leurs travaux dont (Hossain et al., 2012). Les teneurs augmentent avec

l’augmentation de volume de solvant ce qui concorde avec les données de la littérature où

Hossain et al., (2012) ont trouvé 50 mL de solvant d’extraction ont permis d’extraire le

maximum de TPC. En outre, Barros et al., (2015) ont trouvé un ratio de 30 mL comme

proportion du solvant adéquate pour l’extraction des teneurs les plus élevée. Dans notre étude,

le ratio qui a révélé la plus faible concentration est de 1g/10 mL alors que la meilleure est

attribuée à un ratio de 1g/40mL.

d,e b,ce
b

a
c,d
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Figure 8 : Influence du ratio sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI obtenus par
macération.

1-2- Optimisation par la méthodologie de surface de réponse

Trois facteurs, qui sont la concentration en éthanol (X1), le temps d’extraction (X2) et

le ratio (X3), ont été utilisé afin d’optimiser l’extraction par macération des polyphénols

totaux de fleurs d’OFI.

Selon l'analyse présentée ci-dessus, il peut être déduit que toutes les variables

mentionnées affectent l'efficacité et le rendement de l'extraction. Bien que ces effets aient été

traités séparément, il convient de noter que, dans le système, elles interagissent. Le produit de

l'interaction de ces variables se reflète dans le contenu phénolique des extraits obtenus.

Les principaux facteurs à prendre en compte durant l’optimisation sont présentés avec

les conditions optimales respectives déterminées en fonction de l'étude réalisée.

L'analyse de l'effet combiné de ces facteurs peut être réalisée à travers la RSM, un

outil mathématique et statistique qui est largement utilisé pour optimiser les conditions

expérimentales d'un processus. Le plan choisi pour cette optimisation est le plan central

composite (Chen et al., 2015).

Les résultats des expériences de ce plan sont représentés dans le tableau V suivant :

c
a,b b,c

a
a,b

a,b
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Tableau V : Plan et résultats d’optimisation des conditions d’extraction par le plan central
composite précis pour les extraits d’OFI obtenus par macération.

Expérience Configuration

Ethanol
(%)

Temps
(h)

Ratio
(mL/g)

Polyphénols totaux
(mg/g de MS)

X1 X2 X3
Valeurs
Réelles

Valeurs
prédites

1 −+− 10 6 10 18,65 17,69 

2 A00 40 3,5 25 33,56 30,77

3 −−− 10 1 10 24,68 24,94 

4 0a0 25 1 25 35,92 34,00

5 000 25 3,5 25 27,36 29,41

6 +−+ 40 1 40 33,33 34,16 

7 −−+ 10 1 40 30,45 29,63 

8 +++ 40 6 40 32,07 31,68

9 000 25 3,5 25 31,87 29,41

10 00A 25 3,5 40 27,21 29,37

11 0A0 25 6 25 26,69 29,13

12 000 25 3,5 25 28,83 29,41

13 000 25 3,5 25 30,97 29,41

14 −++ 10 6 40 25,05 23,27 

15 000 25 3,5 25 28,72 29,41

16 ++− 40 6 10 25,27 25,96 

17 a00 10 3,5 25 21,06 24,36

18 000 25 3,5 25 29,73 29,41

19 00a 25 3,5 10 25,81 24,17

20 +−− 40 1 10 27,7 29,35 

D’après les résultats de la présente étude, la teneur en composés phénoliques de la

poudre des fleurs d’OFI varie de 18,65 à 35,92 mg/g de MS, ce qui confirme l’influence des

paramètres (X1, X2 et X3) sur le taux d’extraction des TPC. Cela est démontré par plusieurs

auteurs (Kashif et Young, 2009 ; Juntachote et al., 2006). Toutefois, d’autres paramètres

peuvent affecter l’extraction des TPC tel que le pH (Chirinos et al., 2007).

 Validation du modèle

Le modèle mathématique, dans les plans d’expériences, unit la réponse qui est dans

cette étude la teneur en polyphénols aux facteurs qui ont un effet sur elle. Dans l’objectif

d’avoir une bonne réponse plusieurs conditions doivent être vérifiées.
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 Coefficient de corrélation (R²)

Le coefficient de corrélation R2 exprime l’efficacité d’ajustement globale. Dans la

présente étude, le coefficient de corrélation (R²) du modèle est égal à 0,83 (Figure 9) ce qui

signifie que 17% des variations ne sont pas expliquées par le modèle : cela pourrait

s’expliquer par des erreurs de manipulation ou par la pureté des produits utilisés (éthanol).

Figure 9 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.

L’analyse de la variance de la régression montre que le model est très hautement

significatif, P<0,001, ce qui confirme que le model est satisfaisant.

 Effet des facteurs (coefficients)

L’analyse de la variance de la régression des coefficients consiste à analyser l’effet des

variables sur l’extraction des composés phénoliques.

Les valeurs P sont utilisées pour vérifier la signification de chaque coefficient. Les

valeurs les plus petites de P montrent la plus grande signification du facteur correspondant.

Le tableau suivant donne l’analyse de la variance.
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Tableau VI : Analyse de la variance pour la macération (ANOVA)

Source Degrés
de liberté

Somme des
carrés

Rapport F Valeur-P

Modèle 9 283,619162 5,41653604
X1- Ethanol

concentration
1 102,65616 17,6446721 0,00182708

X2- Extraction time 1 59,29225 10,1912278 0,00961539
X3-Ratio 1 67,6 11,6191745 0,00667294
X1*X2 1 7,48845 1,28712436 0,28304156
X1*X3 1 0,00845 0,0014524 0,9703498
X2*X3 1 0,405 0,06961192 0,79726

X1
2 1 9,30120227 1,59870254 0,23476144

X2
2 1 12,781846 2,19696004 0,16909524

X3
2 1 19,1532023 3,2920769 0,09968279

Résidus 10 58,1796927 0,00717421
Erreur pure 5 13,4292 0,10626353
Erreur totale 10 58,1796927 0,96071023

Total 19 341,798855

 Effet d’interaction

Le couple ratio-solvant d’extraction joue un rôle important dans l’extraction,

influençant sur le taux des TPC, le ratio influence positivement sur la teneur mais diminue

après un volume important du solvant. Cependant, les résultats obtenus ont montré aussi que

les teneurs en TPC varient en fonction de la concentration du solvant utilisé (Figure 10).

Figure 10 : Surface de réponse des interactions pour la macération.

(a) : temps- solvant (b) : ratio-solvant (c) : ratio-temps

 Modèle mathématique

Lorsque les facteurs sont clairement identifiés et la réponse est connue, un plan

d’expérience avec une liste d’expériences à faire est proposée pour cerner au mieux le

phénomène étudié.

(a) (b) (c)
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Dans l’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas

subordonné au choix préalable d’un modèle mathématique. Les modèles les plus classiques

sont des modèles polynomiaux.

Le modèle mathématique postulé utilisé avec le plan d’expérience adopté pour trois

facteurs est un modèle du premier degré classique, qui est simplifié par élimination des effets

d’interaction non significatifs, ce qui permet de manipuler plus à l’aise cette expression. Le

modèle mathématique opté dans la présente étude est le suivant :

Y = 29,4 + 3,2 X1 - 2,43 X2 + 2,6 X3

Cette équation montre que la teneur en TPC est affectée par les trois facteurs mais

essentiellement par la concentration en éthanol.

Pour avoir une teneur en polyphénols totaux de 35,22 mg EAG/g MS, il faut utiliser une

concentration d’éthanol de 35,18 % pendant 1h avec un ratio de 1g/39,25 mL.

2- Extraction assistée aux ultrasons (EAU)

2-1- Etude préliminaire

Dans la même orientation, nous avons varié trois (03) facteurs qui sont la concentration en

éthanol, le temps d’extraction et le ratio.

2-1-1- Effet de la concentration en éthanol

Les effets des différentes concentrations d’éthanol (20 ; 40 ; 60 ; 80 et 100%) sur

l’efficacité de l’extraction ont été étudiés, et les résultats sont montrés sur la figure 11.

Figure 11 : Influence du solvant sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI obtenus par
ultrason.
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Le rendement en polyphénols a augmenté à mesure que la concentration d’éthanol

augmente de 20 à 40%, où elle atteint son maximum, puis diminue progressivement lorsque la

concentration d’éthanol augmente de 40 à 80%. L’extrait qui a enregistré la meilleure teneur

est celui préparé avec l’éthanol 40% avec une différence significative à P≤0,05, tandis que 

l’extrait obtenu avec l’éthanol pur a révélé la plus faible valeur. Un résultat similaire a été

trouvé dans une étude sur l’extraction assistée par ultrasons des polyphénols de la fleur

d’Osmanthus fragrans (Li et al., 2016).

2-1-2- Effet de temps d’extraction

Les effets de différents temps d’extraction sur l’efficacité de l’extraction ont été

étudiés de 10 à 60 min. La figure 12 montre les résultats obtenus.

Figure 12 : Influence du temps sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI obtenus par

ultrason.

La teneur maximale en TPC a été obtenue à 40 min, tandis que la plus faible est

révélée après 60 min d’extraction. Lorsque le temps d’extraction se rallonge encore, une

diminution de taux d’extraction est notée. Les résultats suggèrent que dans une certaine

gamme l’augmentation du temps d’extraction pourrait accélérer la dissolution des composés

d’intérêt alors qu’un temps prolongé pourrait induire la dégradation de certains composés

bioactifs. Selon Peng et al., (2010), une diminution de 13% de la teneur TPC a été observée

en augmentant le temps d’extraction de 50 à 80 min.

2-1-3- Température

L'impact de la température sur l'extraction des composés phénoliques est évalué dans

la gamme de 30 à 70°C. La figure 13 illustre les résultats obtenus.
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Figure 13 : Influence de la température sur le taux des TPC des extraits de fleurs d’OFI
obtenus par ultrason.

D’après les résultats obtenus, la meilleure teneur en TPC est enregistrée après 70 min

d’extraction, alors que la plus faible teneur est trouvée après 40 min.

En général, une augmentation de cette variable corrèle avec des améliorations dans les

teneurs des extraits phénoliques en raison de l'induction de rupture des liaisons matricielles,

augmentation de la solubilité du composé et la vitesse de diffusion du solvant (Hossain et

al., 2012 ; Celli et al., 2015). Comme il a été démontré par Majhenic et al., (2007),

l’extraction par les solvants à température élevée permettait d’obtenir des rendements plus

élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenus à température ambiante, mais lorsque le

processus de l’ultrason atteint des températures supérieures à 75 °C, il y’a risque de

dénaturation et donc diminution du contenu phénolique (Carrera et al., 2012).
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2-2- Optimisation par la méthodologie de surface de réponse

Les résultats des expériences du plan central composite précis avec répétition du

centre, sont représentés dans le tableau VI.

Tableau VII : Plan et résultats d’optimisation des conditions d’extraction par le plan

central composite précis pour les extraits d’OFI par ultrasons.

Expérience Configuration

Ethanol
(%)

Temps
(h)

Température
(°C)

Polyphénols totaux
(mg/g de MS)

X1 X2 X3
Valeurs
réelles

Valeurs
prédites

1 −+− 0 60 20 10,99 10,56 

2 −−+ 0 10 70 13,51 13,85 

3 +−+ 80 10 70 10,72 11,28 

4 000 40 35 45 19,46 22,84

5 −++ 0 60 70 14,55 15,17 

6 000 40 35 45 23,29 22,84

7 000 40 35 45 23,78 22,84

8 a00 0 35 45 18,2 17,37

9 +−− 80 10 20 5,54 5,05 

10 A00 80 35 45 12,97 13,27

11 0a0 40 10 45 23,74 23,01

12 000 40 35 45 21,67 22,84

13 000 40 35 45 21,89 22,84

14 ++− 80 60 20 5,14 4,92 

15 00A 40 35 70 21,8 20,44

16 00a 40 35 20 14,19 15,02

17 0A0 40 60 45 23,42 23,61

18 −−− 0 10 20 10,99 11,29 

19 000 40 35 45 25,9 22,84

20 +++ 80 60 70 13,38 13,21

D’après les résultats obtenus, la teneur en composés phénoliques varie de 5,14 à 25,9

mg/g de MS, ce qui confirme l’influence des paramètres (X1, X2 et X3) sur le taux

d’extraction des polyphénols.

 Coefficient de corrélation (R²) :

Dans la présente étude, le coefficient de corrélation (R²) du modèle est égal à 0,96 (Figure

14) ce qui signifie qu’uniquement 4% des variations ne sont pas expliquées par le modèle.
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De plus, la valeur du coefficient de corrélation ajusté (R²ajusté) est de 0,92 ce qui est assez

élevé pour confirmer la haute significativité du modèle.

Figure 14 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs réelles.

 Effet des facteurs (coefficients)

Le tableau VII suivant donne l’analyse de la variance.

Tableau VIII: Analyse de la variance pour l’ultrason (ANOVA)

Source Degrés de
liberté

Somme des
carrés

Rapport F Valeur-P

Modèle 9 736,100371 27,7752603
X1-Ethanol concentration 1 41,98401 14,2576361 0,00362609

X2-Time 1 0,88804 0,30157556 0,59494554
X3-Température 1 73,49521 24,9587393 0,00054061

X1*X2 1 0,18605 0,06318199 0,80662547
X1*X3 1 6,73445 2,28699778 0,16140249
X2*X3 1 2,10125 0,71357781 0,4180101

X1
2 1 155,776911 52,9013431 0,00002684

X2
2 1 0,60395511 0,20510123 0,66030153

X3
2 1 71,9872364 24,4466363 0,00058339

Résidus 10 29,4466836 6,42168e-6
Erreur pure 5 23,96175 0,93428444
Erreur totale 10 29,4466836 0,96869983

Total 19 765,547055

 Etude des interactions

Le couple solvant-temps d’extraction joue un rôle important dans l’extraction,

influençant sur le taux des TPC, le temps influence positivement sur la teneur mais diminue

après une longue durée. Cependant, les résultats obtenus ont montré aussi que les teneurs en

TPC varient en fonction de la concentration du solvant utilisé comme le montre la figure 15.
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Figure 15 : Surface de réponse des interactions pour l’ultrason.
(a) : temps- solvant (b) : température-solvant (c) : température-temps.

 Modèle mathématique

Le modèle mathématique opté dans la présente étude est représenté par l’équation

suivante:

Y = 22,84 - 2,04 X1 - 7,52 X1
2 - 5,11 X3

2

Cette équation montre que la teneur en TPC est affectée par deux facteurs ; la

concentration en éthanol et la température mais par le temps d’extraction.

La teneur en TPC de 24,2 ± 2,6 est obtenue à une concentration d’éthanol de 35,70% et

à une température d’extraction de 52,6 °C.

3- Comparaison

Après l’étude de l’effet de différents paramètres des méthodes d’extraction

conventionnelle et non-conventionnelle, ces méthodes ont été comparées avec le Soxhlet et

une Macération avec les Conditions de l’Ultrason (MCU). Les conditions optimales de chaque

méthode d’extraction (Tableau VIII) ont été comparées pour trouver la technique permettant

d’avoir les teneurs maximales en composés phénoliques totaux, en flavonoïdes et en bétalains

mais aussi la détermination de la meilleure activité anti-oxydante avec les trois (03) testes

précédemment cités dans le chapitre matériel et méthodes. Cette comparaison a été menée

dans la section qui suit :

(b)(a) (c)
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Tableau VIII : Optimums obtenus pour les quatre (04) techniques d’extraction.

3-1- Dosage des TPC

D’après les résultats obtenus (Figure 16), nous remarquons une amélioration de la

teneur en polyphénols des extraits obtenus par EAU (24,38 mg EAG /g de MS)

comparativement à d’autres conditions d’extraction. Cette teneur est suivie de celle donnée

par MCU (23,80 mg EAG/g de MS) qui est relativement élevée comparée à l’Extraction

Conventionnelle par Solvant (ECS) (5,66 mg EAG/g de MS), alors qu’on assiste à une baisse

de cette teneur lors de l’extraction au Soxhlet (1,96 mg EAG/g de MS).

Figure 16 : Influence des techniques d’extraction sur le taux des TPC des fleurs d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

Ces résultats se traduisent par la perturbation de la paroi de la membrane cellulaire

induite par l’ultrason qui conduit à la lyse des cellules et accélérant la diffusion des molécules

tout en brisant les membranes cellulaires. Les ultrasons ont l’avantage de réduire

Technique
Ethanol

(%)

Temps

(h)

Température

(C°)

Ratio

(g/mL)

Granulométrie

(µm)

ECS 34,18 1 25 1g/39,25mL 125

EAU 35,70 1 52,63 1g/10mL 125

MCU 35,70 24 25 1g/10mL 125

Soxhlet 35,70 4 52,63 10g/100mL 125
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considérablement le temps d’extraction et d’augmenter les teneurs en TPC comme l’explique

(Bourgou et al., 2016) en étudiant d’autres échantillons.

3-2- Dosage des Flavonoïdes

Concernant les flavonoïdes, l’utilisation de l’ultrason a enregistré la meilleure

concentration (9,70 mg EQ /g de MS), suivi par la méthode conventionnelle dans les

conditions d’ultrasons qui a donné un résultat plus au moins proche (8.30mg/g de MS

respectivement). Néanmoins, l’extraction de ces mêmes composés par l’ECS et par le Soxhlet

ont donnés de faibles teneurs qui sont de l’ordre de 1,96 et de 1,05 mg EQ/g de MS,

respectivement (Figure 17).

Ces résultats sont en accord avec ceux des TPC car, selon Rodríguez-Pérez et al.,

(2015) et Vázquez et al., (2014), les flavonoïdes font partie des composés phénoliques totaux

des fleurs d’OFI et ils sont aussi extraits d’une manière plus efficace avec un taux plus élevé

par ultrason que par macération.

Figure 17: Influence des techniques d’extraction sur le taux des composés flavonoïdes totaux

(CFT) des extraits de fleurs d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-3- Dosage des Bétalains

3-3-1- Bétacyanines

La figure 18 renseigne sur les teneurs en bétacyanines obtenus lors du dosage des

extraits obtenus par les quatre (04) techniques d’extraction.

En analysant les résultats, il est à noter que les bétacyanines extraits par macération,

ultrason et Soxhlet sont en teneurs faibles, comme le rapporte les résultats de Chougui et al.,

(2013) sur les pulpes des fruits d’OFI. Toutefois, l’extraction par macération avec conditions

d’ultrason marque une grande teneur allant jusqu’à 3,81 mg Eq betanine /L.
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Figure 18 : Influence des techniques d’extraction sur le taux des bétacyanines des extraits.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-3-2- Bétaxanthines

La figure 19 illustre les résultats des teneurs en bétaxanthines contenues dans les

extraits obtenus par chaque méthode d’extraction.

Nous remarquons que les fleurs comportent des teneurs de 0,29 ; 0,85 et 0,62 mg Eq

indicaxanthine/L de MS en bétaxanthines pour les méthodes ECS, EAU et Soxhlet

respectivement. Des résultats similaires ont été reportés par plusieurs auteurs (Stintzing et

Scheiber, 2003 ; Butera et al., 2002 ; Fernandez-Lopez et Almela, 2001), mais encore une

fois une valeur considérable est obtenue par la MCU. Cela pourrait s’expliquer par le temps

d’extraction de 24 h.

Figure 19 : Influence des techniques d’extraction sur le taux des bétaxanthines des extraits.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-3-3- Bétalains totaux

La figure 20 ci-dessous nous consigne sur la teneur en bétalains totaux de la fleur

d’OFI extraits avec les différentes méthodes. Nous constatons que l’extraction par MCU
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enregistre la plus grande teneur en bétalains (7,41mg/100 g de MS) où la différence est

hautement significative comparée aux autres techniques (EAU, Soxhlet et ECS) qui ont

donnée, dans l’ordre, des teneurs de 1,78mg/g de MS ; 1,21mg/g de MS et 0,63mg/g de MS.

Figure 20 : Influence des techniques d’extraction sur le taux des bétalains totaux des extraits

de fleurs d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-4- Effet des méthodes d’extraction sur l’activité antioxydante

L’activité antioxydante peut être mesurée par plusieurs techniques

spectrophotométriques. La plus part des tests utilisent généralement le même principe ; la

génération d’un composé radicalaire synthétique coloré ou d’un composé actif redox et la

capacité d’un extrait actif à piéger le radical ou à réduire ce composé actif redox.

3-4-1- Test au DPPH

Le contenu en composés bioactifs extrait à partir des fleurs d’OFI par les différentes

techniques d’extraction présente des capacités de piégeage des radicaux libres assez élevées.

En outre, nous constatons une augmentation significative de la concentration pour l’extraction

par MCU mais celle-ci peut être négligée vis-à-vis du temps d’extraction par rapport à

l’ultrason qui a une valeur relativement proche. En accord avec nos résultats, Yildiz-ozturk et

al., (2015) et Annegowda et al., (2011) ont révélé que les extraits obtenus par ultrason sont

plus efficace à piéger le radical DPPH comparé à ceux obtenus par l’ECS.
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Figure 21 : Influence des techniques d’extraction sur le test au DPPH des extraits de fleurs

d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-4-2- Pouvoir réducteur de fer

L’histogramme illustré en figure 22 représente les résultats de l’activité antioxydante

réalisée par la mesure du pouvoir réducteur ; les deux méthodes d’extraction l’EAU et MCU

affichent des valeurs de 2,03 et 2,33mg/g Eq Trolox, respectivement. Il est à noter que celles-

ci ne sont pas significativement différentes et sont dans une même gamme, ce qui nous amène

à dire que la technique de l’EAU est plus efficace en tenant compte du temps d’extraction.

Concernant l’ECS et l’extraction au Soxhlet elles affichent des valeurs moins

importantes qui sont de l’ordre de 1,47 et 1,18 mg/g Eq Trolox, respectivement. En se référant

aux travaux faits par Dang et al., (2017), leurs résultats sont en étroite relation avec les

résultats de notre étude.
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Figure 22 : Influence des techniques d’extraction sur le pouvoir réducteur de fer des extraits

de fleurs d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.

3-4-3- Test au phosphomolybdate d’ammonium

La capacité des extraits à réduire le molybdate de fleurs d’OFI obtenus par les

différentes méthodes d’extraction sont illustrés dans la figure 23. La meilleure activité est

attribuée à l’extrait obtenu par la sonication aux conditions d’ultrasons.

Figure 23 : Influence des techniques d’extraction sur le test au phosphomolybdatede extraits

de fleurs d’OFI.

ECS : Extraction Conventionnelle par Solvant ; EAU : Extraction Assistée par Ultrason ;

MCU : Macération avec Conditions d’Ultrason ; ES : Extraction par Soxhlet.
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Les résultats ci-dessus (figure 23), sont contradictoires aux résultats obtenus par le test

au DPPH, cela pourrait être expliqué par le type de test utilisé et le mécanisme des réactions

mises en jeux. Dans le test au DPPH, les extraits qui renferment les teneurs les plus élevées en

polyphénols, c’est-à-dire ceux obtenus par la technique de l’ultrason, sont les plus actifs suivis

par les extraits obtenus par d’autres méthodes. Par contre dans le test au phosphomolybdate,

les extraits qui contiennent de moindres concentrations en TPC possèdent des pouvoirs

antioxydants très importants (Halmi et al., 2015). Cependant, ils sont corrélés avec les

teneurs en bétalains, cela est probablement expliqué par le fait que, dans ce test, ce sont ces

composés qui sont impliqués dans la réduction de Mo+5 en Mo+6. Par conséquent, nous

pouvons dire que les deux tests antioxydants adoptés sont complémentaire de fait que l’un

(DPPH) est spécifique des composés polaires alors que l’autre (test au phosphomolybdate) de

composés apolaires.

D’après l’ensemble des résultats obtenus, nous pouvons déduire que la technique

d’extraction la plus convenable pour extraire les composés bioactifs des fleurs d’OFI est

l’extraction assistée par ultrasons car elle est efficace et utilise un temps d’extraction très

réduit par rapport aux extractions conventionnelles. Plusieurs études démontrent l’efficacité

de cette extraction économique mais surtout respectueuse de la nature (Xu et al., 2017 ; Li et

al., 2016).
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L'Opuntia ficus indica renferme des potentialités pharmacologiques intéressantes dont

la mise-à-jour pourrait donner à cet arbuste un nouvel essor. Cependant, l’OFI et notamment

les produits qui en sont dérivés, ne sont pas valorisés comme ils devraient l'être en Algérie.

C'est dans ce contexte, que nous nous sommes intéressés à l'étude des fleurs de cette

espèce qui est présente sur tout le pourtour du bassin méditerranéen, tout en essayant

d'apporter les conditions d’extraction des composés bioactifs (composés phénoliques) qu’elles

contiennentpar une optimisation en utilisant le plan de surface de réponse.

L’optimisation a révélé que les variables de la macération (Ethanol (%) ; Temps (h) et

Ratio (mL/g)) et les variables de l’ultrason (Ethanol (%) ; Temps (h) et Température (°C))

avaient une interaction. Le plan central composite a permis ensuite de déterminer les

optimums d’extraction efficace en réduisant le nombre d’expériences. Pour la macération les

optimums sont les suivants : concentration en éthanol 34,18% ; 1h et un ratio de 39,25 g/mL

et pour l’ultrason 35,70% pendant 1h à 52,63°C

Les résultats de la comparaison des optimums de chaque technique utilisée, en plus du

Soxhlet, montrent que l’extraction assistée par ultrasons est la meilleure sur le plan

économique, écologique et environnementale pour l’extraction des composés phénoliques.En

effet, le dosage quantitatif despolyphénols totaux d’extrait obtenu par extraction assistée aux

ultrasons (EAU) et déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu est estimé à 24,38 au lieu de

5,66 et de 1,99 mg/g de MS pour la macération et l’extraction au Soxhlet, respectivement.

Cette méthode d’extraction (EAU) a révélé également la teneur la plus importante en

flavonoïdes qui est de 9,70 mg/g de MS et en autre catégorie d’antioxydants (les bétalains)

qui sont responsable de la coloration des fleurs avec une teneur de 1,78 mg/g de MS.

L'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode au DPPH, le pouvoir réducteur et

par le test au phosphomolybdate, des extraits obtenus par EAU, a montré un pouvoir

important comparativement à d’autres méthodes d’extraction avec des valeurs de 1168,35;

2,03 et 2,88 mg/g EqTrolox, respectivement pour chaque technique.

Ces résultatsconfirment l’intérêt de la valorisation des fleurs du figuier de barbarie en

vuede leurrichesse en antioxydants (composés phénoliques, flavonoïdes et bétalains).
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Elles peuvent donc être utilisées comme antioxydants et comme colorants dans

différentes industries telles que les industries agro-alimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

Enfin, en termes de perspectives et dans le but de compléter ce travail, il serait

intéressant :

 D’étudier d’autres facteurs et conditions qui pourraient influencer l’optimisation de

l’extraction des composés bioactifs tels que la fréquence des ultrasons, le pH, mais

aussi la variété et le climat qui pourraient éventuellement améliorer le rendement de

l’extraction ;

 D’utiliser des techniques d’analyse avancées (HPLC, RMN… etc) pour mieux

quantifier et identifier les antioxydants ;

 De réaliser des tests (in vivo) des extraits optimaux afin de déterminer leurs effets sur la

santé;

 D’utiliser les bétalains comme colorants naturels afin de remplacer les colorants

synthétiques et donc permettre aux produits alimentaires de garder le label Bio ;

 D’étudier les activités antibactériennes, notamment sur des espèces pathogènes ;

 D’exploiter les extraits obtenus pour remplacer les additifs synthétiques (antioxydants

et colorants) dans l’industrie agro-alimentaire.
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Annexe 1 : liste des réactifs

- Acide gallique (Biochem Chemopharma)

- Acide sulfurique (Biochem Chemopharma)

- Acide trichloroacétique (TAC) (Riedel-de Haen)

- Carbonate de sodium (Na2Co3) (Biochem Chemopharma)

- Chlorure d’aluminium (AlCl3) (Biochem Chemopharma)

- Chlorure ferrique (FeCl3) (Biochem Chemopharma)

- Diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Biochem Chemopharma)

- Di-Sodium hydrogénophosphate (Prolabo)

- DPPH (Sigma-Aldrich)

- Ethanol (Riedel-de Haen)

- Ferricyanure de potassium (K3Fe (CN) 6) (Biochem Chemopharma)

- Phosphomolybdate d’ammonium

- Quercétine (Riedel-de Haen)

- Réactif de Folin –Ciocalteu (Biochem Chemopharma)

- Sodium dihydrogen orthophosphate p.a. (Biochem Chemopharma)

- Trolox (Sigma-Aldrich)



Annexe 2 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques (polyphénols

totaux, flavonoïdes et activité antioxydante).

Annexe 2-1- Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

Annexe 2-2- Courbe d’étalonnage avec la Quercétine pour le dosage des flavonoïdes

Annexe 2-3- Courbe d’étalonnage avec l’acide ascorbique pour l’évaluation de l’activité
antiradicalaire par le DPPH.



Annex 2-4- Courbe d’étalonnage avec le Trolox pour l’évaluation du pouvoir réducteur

Annex 2-5- Courbe d’étalonnage avec le Trolox pour le teste du phosphomolybdate



Résumé
L’extraction est une étape clé dans l’étude des substances bioactives ainsi le but de cette étude

est la valorisation des fleurs du figuier de barbarie (Opuntia ficus indica) en optimisant les

conditions d’extraction de leurs composés phénoliques par deux méthodes (macération et

assistée aux ultrasons (EAU)). Un plan central composite de la méthodologie de surface de

réponse (RSM) à trois facteurs (concentration d’éthanol ; temps et température/ratio, au

dépend de la technique) est utilisé. Les conditions optimales d’extraction sont pour la

macération : 34,18 % d’éthanol, 1 heure et un ratio de 1g/39,25 mL, et pour l’EAU : 35,7%

d’éthanol pendant 1heure à une température de 52,63°C. Ces conditions ont donnée des

teneurs significativement différentes en polyphénols totaux qui sont respectivement de 24,38

et 5,66 mg EAG/g de MS. Une similitude est constatée concernant les flavonoïdes avec 1,96

mg EQ/g de MS pour la macération et 9,70 mg EQ/g MS pour l’ultrason. Ces résultats ont été

comparés aux résultats de deux autres méthodes d’extraction : une macération avec les

conditions optimales de l’ultrason et une extraction par Soxhlet. Le résultat de cette

comparaison n’exclut toujours pas l’efficacité de l’extraction assistée par ultrason. Les

activités antioxydantes évaluées par les techniques au DPPH, au FRAP et au

phosphomolybdate montrent que les extraits ont une bonne activité antioxydante en vue de

leur richesse en composés phénoliques et bétalains.

Mots clés : Opuntia ficus indica ; optimisation ; macération ; extraction assistée par
ultrasons ; composés phénoliques ; bétalains ; activité antioxydante.

Abstract
The extraction is a key step in the study of bioactive substances, that’s why this study aims to

enhance the prickly pear (Opuntia ficus indica) flowers by optimizing the extraction

conditions of their phenolic compounds by two methods (maceration and ultrasound-assisted

(UAE)). A composite central plan of the three-factor surface response methodology (RSM)

(ethanol concentration, time and temperature / ratio, depending of the technique) is used. The

optimal extraction conditions are for maceration: 34.18 % ethanol, 1 hour and a ratio of

1g/39.25 ml, and for the EAU: 35.70 % ethanol for 1 hour at a temperature of 52.63 °C. These

conditions gave significantly different levels of total polyphenols which are respectively

24.38 and 5.66 mg EAG / g of MS. A similarity is found for flavonoids with 1.96 mg EQ / g

DM for maceration and 9.70 mg EQ / g DM for ultrasound. These results were compared to

the results of two other extraction methods: maceration with optimal ultrasound conditions

and Soxhlet extraction. The result of this comparison still does not exclude the efficiency of

ultrasound-assisted extraction. The antioxidant activities evaluated by the DPPH, FRAP and

phosphomolybdate techniques show that the extracts have a good antioxidant activity with a

view to their richness in phenolic and betalain compounds.

Key words : Opuntia ficus indica ; optimisation ; maceration ; ultrasound-assisted

extraction ; phenolic compounds ; betalains ; antioxydante activity.
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