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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales soulignent la puissance de la nature pour nourrir et soigner
l'espece humaine depuis I’antiquité. Ces remedes naturels ont joué un rdle central dans les
anciennes formes de médecine traditionnelle en raison de leurs contenus en substances
bioactives (Sarker & Nahar, 2012).

Rhamnus alaternus est une espece végétale appartenant a la famille des Rhamnaceée.
Elle est largement utilisée dans le bassin méditerranéen, notamment en Algérie, pour ses
effets thérapeutiques contre les anomalies hépatiques et les probléemes dermatologiques (Ben
Ammar et al., 2019 ; Bhouri et al., 2012 ; Zeouk et al., 2019). De plus, ces effets sont dus a
I’existence des substances bioactives dites métabolites secondaires. Ces derniers regroupent
les composés phenoliques, une classe qui est largement répondue dans le regne végétal. Ces
composes comprennent ainsi différentes classes avec une dissemblance au niveaux des formes
et des structures (Tsao, 2010).

Lors d’une étude phytochimique il est essentiel, de passer par une étape d’extraction
qui assure la séparation des produits naturelles de la matiére végetale. Ce processus peut étre
affecter par plusieurs facteurs (Zhang et al., 2018). Dernierement, des nouvelles méthodes
ont été développées pour améliorer ’extraction des métabolites secondaires végétale. Parmi
ces méthodes, on distingue la méthode de surface de réponse (RSM) qui est une collection de
techniques statistiques et mathématiques utilisée pour développer, améliorer et optimiser des
processus dans lesquels une réponse d'intérét est influencée par plusieurs facteurs
(Radojkovi¢ et al., 2012).

Dans ce travail on cherche a déterminer est-ce que les quatre facteurs étudier peuvent
avoir un impact significatif sur I’efficacité¢ d’extraction ? Pour cela I’étude vise a évaluer
I’effet de ces facteurs sur le processus d’extraction des composés phénoliques d’écorce de
Rhamnus alaternus, et d’optimiser les conditions d’extraction par la méthode des surfaces de
réponse (RSM).

Le premier chapitre est consacré a la synthese bibliographique sur la plante, les
composés phénoliques, les méthodes d’extraction ainsi que la méthode des surfaces de
réponse. Le deuxieme chapitre détaille la méthode suivie dans cette étude pour optimiser
I’extraction des polyphénols totaux des écorces de R. alaternus. Enfin, la derniére partie

expose et discute les résultats obtenus.

:
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I-1- Généralités sur Rhamnus alaternus

Rhamnus alaternus, est une espece végétale appartenant a la Famille des Rhamnacées.
Celle-ci est d’une hauteur comprise entre 1-5 métres (Figure 1). Elle est adaptée a
I’environnement méditerranéen caractérisé par des températures élevées, un rayonnement
solaire intense et des conditions de froid occasionnelles (Ben Ammar et al., 2019 ; Canale et
al., 2016). Cette espece est réputée pour son usage dans le domaine de la médecine

traditionnelle et de la pharmacologie (Zeouk & Bekhti, 2020).

Figure 1 : La Plante Rhamnus alaternus de la région « Ait-smail » (originale).
I-1-1- Nomenclature

R. alaternus comprend différentes désignations selon la localité ou elle se trouve. En
berbere, elle est connue sous ’appellation de « Imlilesse » (Nekkaa et al., 2021). En arabe,
elle est appelé Oud El-khir (Ammar et al., 2009), Buckthorns en anglais (Canale et al., 2016)
et Alaterne en francais (Penzing, 1902).

I-1-2- Classification
La classification botanique de R. alaternus est la suivante (Nigussie et al., 2021).
v' Régne : Plantae
v Ordre : Rosales
v Famille : Rhamnacées.
v" Genre : Rhamnus.

v Espéce : Rhamnus alaternus L.
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I-1-3- Description botanique et répartition géographique

R. alaternus est un arbuste dioique vivace qui peut atteindre une hauteur allant de 1-5
meétres, il fleurit tardivement en hiver, avec un pic de fleuraison au milieu de février (El Aou-
Ouad et al., 2015 ; Gulias et al., 2004). Les fruits de cet arbuste sont rouges et deviennent
noires a leur maturation. Ils contiennent globalement entre 2 & 3 graines et sont recouverts
d’une enveloppe dite endoscope qui s’ouvre lorsque les fruits sont sec. Ces graines pésent en
moyenne 9.1 mg et germent en 2 & 3 semaines dans un intervalle de température allant de 7.5
a 24 C° (Bas et al., 2009 ; Mahmoodi et al., 2022). Les feuilles de R. alaternus ont une
marge dentelée et mesurent entre 3 a 15 cm de long et sont regroupées par paires alternés
(Mahmoodi et al., 2022).

R. alaternus est une plante qui se trouve partout dans le bassin mediterranéen, que ce
soit en Algérie, Maroc et Tunisie (Ben Ammar et al., 2008), mais également en Espagne et
en Italie (Gulias et al., 2004).

I-1-4- Usage traditionnelle

R. alaternus est largement connue comme un remede traditionnel pour une grande
variété de maladies. Les différentes parties de cette plante sont réputées pour leurs proprietés
médicinales, par exemple, la partie aérienne et les feuilles sont utilisées comme
antihypertenseur ainsi que le traitement des troubles gastro-intestinaux (Zeouk & Bekhti,
2020). En Algérie, cet arbuste est essentiellement utilisé comme un traitement contre la
jaunisse et les maladies hépatiques (Ballero et al., 2001 ; Nigussie et al., 2021 ; Zeouk &
Bekhti, 2020). En outre, R. alaternus est réputée pour d’autres usages comme le traitement

des complications dermatologique (Zeouk et al., 2019).
I-1-5- Composition phytochemique

L'exploitation de R. alaternus dans la thérapie traditionnelle se fait grace a sa richesse
en composants bioactifs (Moussi et al., 2015). Les études phytochimiques menées sur
I'ensemble des parties de R. alaternus ont permis de mettre en évidence plusieurs substances,
notamment les flavonoides, qui représentent la classe la plus abondante (Ammar et al., 2009 ;
Bhouri et al., 2012), les tanins, les anthocyanes, les flavonols (Spigno et al., 2007), ainsi que

les polyphénols (Ben Ammar et al., 2007).

-
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I-1-6- Activités biologiques
I-1-6-1- Activité anti-oxydante

Une étude menée par Moussi et al., (2015), a démontré que les flavonoides et les
polyphénols extraient des feuilles de R. alaternus avaient une activité antioxydant
significative en raison de leurs capacités a piéger les substances radicalaires libres. De plus
Bhouri et al., (2012) ont montrés dans leur étude réalisée sur deux composés isolés des
feuilles de R. alaternus a savoir le kaempférol 3-O-B-isorhamninoside et le rhamnocitrine 3-
O-p-isorhamninoside qu'ils présentent une activité inhibitrice vis-a-vis de l'anion superoxyde.
En outre, I’étude de Boussahel et al., (2015) a montré que les extraits de R. alaternus

possedent une bonne activité anti-oxydante gréace a leur capacité de réduction du DPPH.
I-1-6-2- Activité anti-hyperlipidéemique

La principale action de l'activité anti hyperlipidémique est de réduire le niveau de
lipides dans le sang, qui est considéré comme un facteur de progression pour diverses
maladies. Tacherfiout et al., (2018) ont démontrés in vivo que les composes phénoliques

extraient des feuilles de R. alaternus présentent une activité anti-hyperlipidémie.
I-1-6-3- Activité anti-cancereuse

Des études ont été menées pour évaluer la capacité des composants naturels de R.
alaternus a inhiber la prolifération des cellules cancéreuses. Les extraits méthanoliques
provenant des racines de R. alaternus ont démontrés un effet anti-prolifération vis-a-vis des
lignées cellulaires de leucémie murine myéloide chronique humaine (K562 et L1210). De plus
les feuilles de cet arbuste possedent la méme propriété (Ben Ammar et al., 2008 ; Nekkaa et
al., 2021).

I-1-6-4-Activité antimicrobienne

Des études ont démontré que les parties aériennes et les écorces de R. alaternus
possedent des activités antimicrobiennes efficaces contre les souches de bactéries gram positif
(Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis), ainsi que contre des souches de gram
négatif (Escherichia coli, Salmonella enteritidis et Salmonella typhimurium) (Ammar et al.,
2009 ; Kosalec et al., 2013).

;
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I-2- Généralités sur les composes phénoliques

Les plantes médicinales sont considérées comme une source cruciale de métabolites
secondaires (Chaouche et al., 2020). Ces composants sont utilisés par 'Homme en raison de
leurs effets bénéfiques pour la santé et leurs différentes activités pharmacologiques. De plus,
les plantes utilisent également ces composés pour leurs propres besoins, tels que la protection
contre les rayons ultraviolets, les invasions microbiennes et herbivores. D'autre part, les
plantes produisent également ces substances pour attirer les pollinisateurs et pour assurer leurs
fonctions structurelles (Pandey & Rizvi, 2009 ; Sharma et al., 2019 ; Tsao, 2010).

Les composes phénoliques, sont les métabolites secondaires les plus abondants et les
plus connus dans le régne végétal. Ils regroupent plus de 8000 structures différentes (Pandey
& Rizvi, 2009 ; Santos-Buelga et al., 2012). Leurs formations se fait par deux voies : la voie
shikimique qui est un processus en sept étapes qui conduit a la formation des acides
aromatiques qui servent comme précurseurs pour différentes classes de composés

phénoliques tels que les acides cinnamiques et les esters. La voie acétate passe par la
formation de lacide salicylique a partir de l'acetyl-CoA et du shikimate, suivi de
I'estérification de I'acide salicylique pour former de I'acide salicylique acétate (Santos-Buelga
et al., 2012 ; Santos-Sanchez et al., 2019). lls existent dans la nature sous une forme dite «
composé », ce qui signifie qu'un ou plusieurs résidu (s) de sucre(s), qu'il soit monomere,
dimere ou oligomere, est associé a un groupe hydroxyle ou méme a un carbone aromatique
(Cutrim & Cortez, 2018). Plusieurs classes sont distinguées dans cette famille (Tableaux 1)
et sont classés selon le nombre danneaux phénoliques qu'ils possedent et les connexions

structurales entre ces anneaux (Pandey & Rizvi, 2009).

La classe la plus étudiée des composés phénoliques est celle des flavonoides, qui ont
une structure de C6-C3-C6. Les flavonoides sont composés de deux cycles benzoiques, soit
mono, di ou trihydroxylés, liés habituellement par un hétérocycle oxygéné, géneralement une
pyrone (cycle C) (Cutrim & Cortez, 2018 ; Pandey & Rizvi, 2009). On recense plus de 4000
variétés dérivant de cette classe appartenant a 06 sous-classes qui different en termes de
nombres et de types de cycle C : les flavonoles (Figure 2/A), les flavanones (Figure 2/B), les
flavanoles (Figure 2/C), les flavones (Figure 2/D), les anthocyanes (Figure 2/E), et les
isoflavonoides (Figure 2/F) (Pandey & Rizvi, 2009).

-
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Tableau I: Principales classes des composés phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012).

Classe

Squelette carboné

Structure de base

Phénols simple

Cs
Acides
Hydroxycinnamique
o
Naphtoquinones CsCs
o}
Stilbénes Ce-C2-Cs Q N\ Q
| e
Flavonoides Ce-C3-Cs O
OH
HO
HO. OH
HO o o
HO. o
Tanins (C1s)n HOD\NOM" o >
o ° o OH
HO
Sage
OH H
Lignines (Ce-C3)n CHj
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C) Flavanoles D) Flavones
R,
OH
HO Bl
HO + | [
~ S 3 —
I - —
oOH Kl o =
OH
B Autiocyanes F) Isoflavonoides

Figure 2 : Les principales sous classes des flavonoides (Pandey & Rizvi, 2009).

1-3- Méthodes d’extractions

I-3-1- Extraction par maceération

La macération est considérée comme I'une des méthodes les plus simples et largement
appliquées dans les études consacrées a l'extraction des composants biologiques a partir des
plantes médicinales (Nekkaa et al., 2021). Cette méthode consiste a tremper la matiere
vegeétale, sous sa forme originale ou en poudre, dans un solvant bien déterminé et choisi selon
le type de substance a extraire. Le mélange reste sous agitation a une température ambiante
pendant une longue durée, une fois cette durée est écoulée, le mélange passe par une filtration

ou peut étre pressé (Azwanida, 2015).
I-3-2- Extraction assisté par ultrasons

La méthode d'extraction assistée par ultrasons est une méthode abordable et
économique pour l'extraction phytochimique et peut étre utilisée a petite échelle et grande
échelle (Azwanida, 2015). Le principe de cette méthode consiste a générer des ondes
ultrasoniques d'une fréquence allant de 20 Hz a 200 Hz lors du processus d'extraction. Ces
ondes augmentent la surface de contact entre le solvant et I'échantillon, ce qui améliore la

perméabilité des parois de I'échantillon (Azwanida, 2015 ; Zhang et al., 2018).

<!
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1-3-3- Autres méthodes d’extraction

Le processus d'extraction ne se limite pas seulement aux deux méthodes citées

précédemment, mais il existe plusieurs autres méthodes. Les plus connues sont : la décoction,

I’extraction au soxhlet, I’extraction par fluide supercritique, 1’extraction assistée par micro-

ondes, I’extraction par liquide sous pression. Le Tableau Il présente quelque avantages et

inconvénients concernant les méthodes d’extraction. (Azwanida, 2015 ; Zhang et al., 2018).

Tableau Il : Les avantages et les inconvénients de quelques méthodes d’extraction

Méthode Avantages Inconvénient
-Un temps d’extraction long
o -Une méthode tres simple a
Maceration -Une faible efficacité

appliquer

d’extraction

Extraction assisté par

-Réduit la consommation de
solvant et de I’énergie

électrique

- l'extraction peut étre

-Formation des radicaux

libres a des ondes ultrason

ultrasons . .
réalisée a des températures superieure a 20 KHz
réduites et dans une courte
durée
. ] ) -Ne peut pas étre utilisée
o -Améliore la dissolution de '
Décoction pour I’extraction des

quelques composés bioactifs

substances thermolabiles

Extraction au soxhlet

-Utilisation des petites

quantités de solvant

-Exposition a des solvants
inflammables et de haut
pureté qui pourrait

augmenter le cout

Extraction par fluide

supercritique

-Utilisée a des faibles

températures

-Une méthode non toxique

-Un cout d’équipement tres

élevé

-
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Extraction assistée par

micro-ondes

-Augmentation de rendement

d’extrait

-Une méthode limité aux
composés phénoliques a
petites molécules tels que les

-Réduction d’usage des

solvants organiques acides phenoliques

et la consommation de pas étre utilisée pour

solvant

Extraction par liquide sous I’extraction des composés

pression thermolabile en raison

—Une meilleure répétabilité

par rapport aux d’autres d’utilisation des

méthodes températures élevée

I-4- Généralites sur les plans d’expériences

Les plans d'expériences sont des méthodes statistiques introduites pour la premiére
fois par le statisticien Ronald Fisher aux alentours 1920 (Tinsson, 2010). Ces outils visent a
faciliter l'interprétation des résultats en réduisant le nombre d'essais expérimentaux tout en
maintenant une précision optimale. Ils permettent a lI'expérimentateur de mesurer et optimiser
I’impact des différents facteurs sur une réponse (Fadil et al., 2015). Ces plans sont utilisés
dans de nombreux domaines tels que I'industrie, la recherche scientifique, l'agriculture
(Tinsson, 2010).

I-4-1- Terminologie
> La Réponse

Correspond a une grandeur d’intérét a laquelle s’intéresse I’expérimentateur lors de

chaque essai (Fadil et al., 2015 ; Goupy, 2006).
» Le Facteur

Un facteur signifie toute variable obligatoirement contrélable qui peut influencer sur la

réponse, celui-ci peut étre quantitatif ou qualitatif (Tinsson, 2010).

-
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> Le Niveaux d’un domaine du facteur

Chaque facteur dans ce contexte est limité par deux variables : la variable inférieure,

notée -1, et la variable supérieure, notée +1 (Figure 3).

Domaine du facteur
/
: / - Facteur 1
v
| I~ >
/1 + 1\
niveau bas niveau haut

Figure 3 : Les niveaux d’un domaine du facteur (Goupy, 2006).
» Le Domaine expérimental

Ensemble des facteurs quantitatifs utilisés pour analyser d’une maniére précise un
phénomene complexe. Chaque facteur, est généralement définie dans un intervalle [ai, bi], ou
ai et bi représentent respectivement les valeurs minimales et maximales possibles. En
pratique, cet intervalle correspond simplement a la plage de variation autorisée pour chaque
facteur (Tinsson, 2010).

» Le Domaine d’étude

Le domaine d'étude désigne la zone de I'espace expérimentale choisie par
I'expérimentateur pour mener ses essais, en tenant compte du fait que I'étude comporte

plusieurs zones bien définies réparties dans ce domaine d'étude (Goupy, 2006).
I-4-2- Plan de surface de réponse

La surface de réponse est une méthode utilisée dans les plans d'expériences pour
optimiser les processus. Elle consiste en une modélisation empirique qui évalue la relation

entre plusieurs facteurs expérimentaux contrélés et les résultats observés (Fadil et al., 2015).
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I-4-3- Le plan de Box-Behnken

Le plan de Box-Behnken est congu pour répondre a un critére spécifique
d'optimisation : l'erreur de prévision des réponses est constante pour tous les points d’une
sphére (ou une hyper-sphere) centrée a l'origine du domaine expérimental, selon le critére
d'isovariance par rotation. Le plan de Box-Behnken le plus connu est celui permettant
d'étudier trois facteurs (Figure 4) (Goupy, 2006).

f_) 11
12 >
10
] \Jg
B A7
) S D)
g ( 13 p
Facteur 3 7 /6
a’
p s o>
f/ Facteur 2
\ 4
1
Facteur 1

Figure 4 : Plan de Box-Behnken pour trois facteurs (Goupy, 2006)
I-4-4- Le modele mathématique a priori

On opte a priori pour une fonction mathématique liant la réponse aux facteurs, en
effectuant un développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin. On suppose que les
dérivées sont constantes et que le développement se présente sous la forme d'un polyn6me de

degré plus ou moins éleve :

— . : 2
Y =ag+ Y @;X+) @p X Xj+ ) QgXi +a5 ,XX;.. Xy

y : est la réponse ou la grandeur d’intérét.
Xi :correspond au niveau attribué au facteur i par I’expérimentateur pour réaliser un essai .

a0, ai, aij, aii sont les coefficients du modele mathématique adopté a priori. lls ne sont pas

connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.
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L'avantage de modéliser la réponse avec un polyndme est qu'il permet de calculer
toutes les réponses du domaine d'étude sans avoir besoin de réaliser des expériences. Ce
modele est également connu sous le nom de "modele postulé” ou "modeéle a priori" (Goupy,
2006).
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11-1- Matériel végétal

Le travail réalisé porte sur I’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols
totaux a partir des écorces des tiges de Rhamnus alaternus, récoltée au début du mois de
février 2024, dans le village « Amdoun n tkouthar », commune Ait Smail, wilaya de Bejaia ou
elle se développe d’une maniére spontanée. Apres la récolte, les écorces sont soigneusement
débarrassées de leurs feuilles et leurs pédoncules puis nettoyées et lavées afin d'éliminer
toutes impuretés. Ensuite, elles ont été placées dans une étuve a une température de 40°C
jusqu’a séchage complet. Une fois le séchage est fait, ces écorces ont été réduites a l'aide d'un
broyeur électrique en poudre tres fine. Cette derniére est tamisée en utilisant un tamis de
diametre de 250 um pour avoir un échantillon homogene. Celui-ci a été conservée dans un

bocal en verre a I’abri de la lumiére afin de préserver tous les composants de la poudre.

Figure 5 : Matériel végétal utilisé dans la présente étude. (A) : Récolte des tiges et séparation
des écorces. (B) : Séchage des écorces. (C) : Broyage des écorces. (D) Tamisage de la

poudre. (E) : Conservation de la poudre végétale.
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I1-2- Optimisation des parametres d’extraction des composés phénoliques

L'extraction est la premiere étape permettant de séparer les composants naturels
désirés des matiéres premiéres. Parmi les différentes méthodes d'extraction, l'extraction par
macération avec les solvants est la plus couramment utilisée. Cette méthode implique
plusieurs étapes, ou le solvant pénetre dans le soluté, le soluté se dissout dans le solvant puis
est extrait de la matiére végétale. La facilitation de la diffusion et de la solubilité du soluté a
travers ces étapes dépend entre autres de divers facteurs tels que les propriétés du solvant, la

granulométrie, les matiéres premiéres et le ratio utilisé (Zhang et al., 2018).

En utilisant le plan de Box-Behnken, I’optimisation des paramétres d'extraction des
composés phénoliques de la poudre des écorces de R. alaternus a été effectuée grace a la
technique d’extraction par macération, en mélangeant 0,25 g de matiere seche avec 10 ml de
solvant, tout en impliquant des paramétres qui pourraient influencer 1’efficacité de ’extraction
tel que : la polarité du solvant, la température et le temps d’extraction. Tandis que le type du

solvant reste constant.
I1-2-1- Tests préliminaires

Avant de procéder a I’optimisation, une étude préliminaire a été effectuée afin de
pouvoir sélectionner les meilleurs facteurs qui permettent d’extraire le maximum de composés

phénoliques.
11-2-1-1-Choix du solvant d’extraction

Dans le processus d’extraction des composés phénoliques par solvant, I’éthanol,
méthanol, et ’acétone sont distingués comme des solvants organiques fréquemment utilisés,

ainsi que des mélanges de ces solvants avec de I'eau (Santos-Buelga et al., 2012).

Dans cette étude, les extraits ont été préparés en mélangeant 0,25 g de la poudre des
écorces de R. alaternus avec 10 ml de solvant, a savoir : le méthanol (50%), 1’éthanol (50%),
I’acétone (50%) et ’eau distillé. L’extraction a été réalisée dans un bain-marie agitateur réglé
a une température de 25°C durant 90 min. Les extraits ont été récupérés et centrifugés a 4000
rpm pendant 10 minutes pour séparer le surnageant (extrait) et le culot, le volume du
surnageant a été mesuré. La teneur des polyphénols totaux des extraits a été ensuite évaluée a
I'aide de la méthode du Folin-Ciocalteu. Une courbe standard préparée avec de l'acide gallique

a été réalisée dans les méme conditions (Annexe 02) et les teneurs en polyphénols totaux ont
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été exprimées en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de matiere séche (mg
EAG/g MS) (Bourgou et al., 2016).

11-2-1-2-Choix de polarité du solvant d’extraction

Apres avoir sélectionné le solvant qui a donné la teneur la plus élevée en polyphénols
totaux. Une deuxiéme extraction a été réalisée pour choisir la polarité du solvant d’extraction.
L’extraction a été réalisé en mélangeant 0,25 g de la poudre végétale avec 10 ml d’acétone a
différentes polarités : 25%, 50%, 75% et 100%, en fixant le temps et la température a 90 min
et 25°C respectivement. Les extraits ont €té récupérés et centrifugés a 4000 rpm pendant 10
min et la teneur des polyphénols totaux a été déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu
comme cité précédemment et exprimés en mg EAG/g MS.

11-2-1-3- Choix de la température d’extraction

Quatre extractions ont eté effectuées a des températures différentes : 25C°,35C° ,45C°
,55C°. L’extraction a été réalisée pendant 90min d’agitation. Les extraits ont e€té récupérés,
centrifugés, ensuite les polyphénols totaux ont été determinés en milligrammes d'équivalent
d'acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS) en se réferant a la courbe

standard.
11-2-1-4-Choix du temps d’extraction

Une nouvelle extraction a été réalisée en fixant les trois précédents parametres et en
faisant varier le temps d’extraction (60 min, 120 min ,180 min, 240 min) pour déterminer le
meilleur temps. Apres chaque durée, les extraits ont été récupérés et centrifugés a 4000 rpm
pendant 10 minutes. Un dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode du Folin-

Ciocalteu et exprimé en mg EAG/g de matiére séche.
11-2-2- Application du plan de Box-Behnken

La conception expérimentale de cette étude a €té divisée en deux grandes parties. Tout
d'abord, une partie des essais préliminaires qui a été conduite pour identifier 1’influence
individuelle des facteurs qui influencent I’extraction des composés phénoliques des écorces de
R. alaternus, a savoir, le type de solvant, sa polarité, la température d’extraction ainsi que le
temps d’extraction. Cette partie a été réalisée en variant un seul paramétre a la fois tout en

gardant les autres constants (Chan et al., 2009).
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La seconde étape implique l'utilisation d'un plan d'expérience de Box-Behnken
comprenant 15 expériences et trois points centraux. Cette étape vise a éetudier la réponse
d’intérét Y (taux des polyphénols totaux) en fonction des variables sélectionnées (X1, X2 et
X3) lors des tests préliminaires. Chaque facteur comporte trois niveaux : bas, centré et haut (-

1,0, +1) (Tableau 111 et 1V).

Tableau I11: Niveaux des variables choisis pour I’optimisation de I’extraction des polyphénols

totaux par macération

Parametres

Niveau bas (-1) Niveau centré (0) Niveau haut (+1)

X1 : Polarité (%)
X2 : Température (°C)
X3 : Temps (min)

25
35

120

50
45
180

75
55
240

Tableau IV : Matrice d’expérience donnée par le plan Box-Behnken appliquée a I’extraction des

polyphénols totaux.

Ne d’essai  Configuration Polarité (%) Température (°C) Temps (min)
1 0— 50 35 120
2 +0 75 35 180
3 0+— 50 55 120
4 —0 25 55 180
5 0—+ 50 35 240
6 0++ 50 55 240
7 ++0 75 55 180
8 000 50 45 180
9 +0— 75 45 120

10 —0— 25 45 120
11 -0+ 25 45 240
12 000 50 45 180
13 —0 25 35 180
14 +0+ 75 45 240
15 000 50 45 180
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11-3- Dosage des composés phénoliques

Le dosage des teneurs en polyphénols totaux a été réalise par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est utilisé pour obtenir une estimation brute de
la quantité des composés phénoliques totaux présents dans un extrait. Il est formé d’un
mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolibdique (HsPMo012040), qui
lors de I’oxydation des phénols, sont réduit en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe
(WgO23) et de molybdene (MogO-3). La couleur produite a un pic d’absorbance allant jusqu'a
740 nm qui est proportionnel a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Boizot & Charpentier., 2006).

125 pl de l'extrait a été mélangée avec 625 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1 N dans
I’eau distillé). Aprés agitation et incubation pendant 5 minutes, 500 ul d’une solution de
carbonate de sodium a 6% ont éteé ajoutées. Le mélange a été incubé pendant 60 minutes a
l'obscurité. L'absorbance est ensuite mesurée a 740 nm. La teneur en polyphénols totaux a été
déterminée a partir d'une gamme d'étalons préparée avec de l'acide gallique a différentes
concentrations (0-25 pg/ml) et les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent d'acide

gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS) (Bourgou et al., 2016).
I1-4- Analyse statistique

L'étude a éte realisée en effectuant chaque test trois fois et en exprimant les résultats
en moyenne * I'écart-type. Les essais préliminaires ont été analysés a l'aide du logiciel
Graphpad Prism 6 et lI'analyse statistique a été effectuée avec One Way ANOVA suivi du test
post-hoc de Tukey’s. Les résultats du plan Box-Behnken ont été analysés avec le logiciel IMP

17 pro. Le niveau de significativité des données est déterminé par la probabilité (2<0.05).
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Dans cette étude, le modele de Box-Behnken a été choisi pour optimiser les conditions
d'extraction des polyphénols totaux a partir des écorces de R. alaternus. Trois facteurs ont été
pris en compte : la polarité du solvant (%), la température d’extraction (°C) et le temps

d’extraction (min).
I11-1- Essais préliminaires
I11-1-1- Choix du solvant

Le choix du solvant est considéré comme une étape cruciale lors d’une extraction,
Pour extraire les métabolites secondaires, les solvants généralement utilisés sont soit de 1’eau,
soit des solvants organiques ou des mélanges d'eau et de solvant organique (Tsao, 2010).
Dans la présente étude, quatre solvants ont été utilisés pour extraire les polyphénols totaux des
écorces de R. alaternus, a savoir l'eau ; 1’éthanol (50%), le méthanol (50%) et l'acétone

(50%). Les resultats sont présentés dans (Figure 6).
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Figure 6 : Effet de la nature du solvant sur la teneur en polyphénols totaux des extraits de R.
alaternus. Les données sont exprimées en moyenne + ecart type (n=3). L’analyse des données
a été réalisé par le test One Way ANOVA, suivi du test post hoc de Tukey’s. Les résultats sont
considérés significatifs a P<0.05.

L'analyse statistique a révélé une variation significative des teneurs en polyphénols

totaux extraites par les quatre solvants. Cette variation est comprise entre 27.01 £ 0.82 mg
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EAG/g MS a44.51 + 2.20 mg EAG/ g MS. L’acétone (50%) a éte distingué comme le solvant

d'extraction le plus efficace comparant aux d’autres solvants.

L'extraction des polyphénols est souvent exploitée en utilisant des solvants en raison
de leur nature qui leur permet d’étre relativement hydrophiles. Les solvants les plus
fréquemment utilisés pour I'extraction des composés phénoliques sont habituellement le
méthanol, I'éthanol et l'acétone (Santos-Buelga et al., 2012). En outre, les solvants ayant une
valeur de polarité proche de celle du soluté sont susceptibles de mieux fonctionner et vice
versa (Zhang et al., 2018).

Plusieurs études ont examiné l'influence du solvant sur I'extraction des polyphénols.
L'étude menée par Djeridane et al. (2007) sur les parties aériennes de R. alaternus a montré
que l'extrait acétonique présentait un rendement plus élevé que l'extrait méthanolique. En
outre, les travaux menés par (Bouchenak et al., 2020) ont montré que l'acétone eétait le

solvant le plus efficace en termes de rendement.
I11-1-2- Choix de la polarité

L'efficacité de l'extraction des composés phénoliques s’améliore en utilisant un
mélange du solvant et d'eau plutét qu'un solvant mono-composant (Uma et al., 2010). Les

résultats obtenus en utilisant I’acétone a différentes polarités sont illustrés dans la (Figure 7).
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Figure 7 : Effet de la polarité du solvant d’extraction sur la teneur en polyphénols totaux des
extraits de R. alaternus. Les données sont exprimées en moyenne * écart type (n=3).
L’analyse des données a été réalisé par le test One Way ANOVA, Suivi du test post hoc de

Tukey’s. Les résultats sont considérés significatifs a P<0.05.

Les résultats de 1’¢tude statistique montrent une différence significative entre les
teneurs extraites par l’acétone a diverses polarités. Lorsque la concentration d'acétone
augmente, la teneur en PT augmente également, jusqu'a atteindre une polarité de 50%, ou la
valeur optimale des polyphénols totaux est maximale. Ensuite, une forte diminution est
observée atteignant une teneur de 12,08 +0.06 mg EAG/g MS pour une concentration de
100% d'acétone.

Le mélange des solvants organiques tels que 1’acétone avec du I’eau créé généralement
un milieu plus polaire facilitant ’extraction des polyphénols comme 1’ont rapporté Spigno et
ses collaborateurs (2007). La teneur optimale en composés phénoliques totaux obtenue avec
une solution d'acétone a 50%, confirme que cette polarité est la plus efficace pour I'extraction,

cela a été confirmé par I’étude réalisée par Yilmaz & Toledo (2006).
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I11-1-3- Choix de la température

Différents paramétres expérimentaux, en particulier la température d'extraction, jouent
un role crucial dans la régulation de I'efficacité du processus d'extraction des composeés
phénoliques (Bouterfas et al., 2014). La Figure 8 représente les teneurs en composes

phénoliques totaux a différentes températures d’extraction en utilisant ’acétone a 50 %.
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Figure 8 : Effet de la température sur la teneur en polyphénols totaux des extraits de R.
alaternus. Les données sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). L’analyse des données
a eté réalise par le test One Way ANOVA, Suivi du test post hoc de Tukey’s. Les résultats
sont considérés significatifs a P<0.05.

La figure ci-dessus montre que le taux des polyphénols totaux augmente avec la
température jusqu'a ce qu'il atteigne son maximum a 45°C (43.85 £+ 0.2 mg EAG/g MS), puis
diminue légerement a 55°C. Lors d'une extraction, la température élevée améliore la
perméabilité des solvants a travers la matiére séche, ce qui entraine une augmentation de la
solubilité et des coefficients de diffusion des composés a extraire. De plus, la viscosité du
solvant diminue, ce qui facilite son passage a travers la matiére végétale (Santos-Buelga et
al., 2012). Cependant, des températures supérieures a 50°C peuvent induire la décomposition
des composés phénoliques (Benmeziane et al., 2014). Chan et ses collaborateurs (2009) ont
rapportés que les taux optimaux des composés phénoliques sont enregistrés a une température
de 45°C.
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I11-1-4- Choix du temps

Le temps d'extraction était un autre paramétre principal dans la procédure d'extraction
(Bouterfas et al., 2014), la figure suivante montre les différentes teneurs en composes

phénoliques en fonction du temps.
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Figure 9 : Effet du temps d’extraction sur la teneur en polyphénols totaux des extraits de R.
alaternus. Les données sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). L’analyse des données
a eté réalise par le test One Way ANOVA, Suivi du test post hoc de Tukey’s. Les résultats
sont considérés significatifs a P<0.05.

Ces resultats indiquent que la teneur optimale en TPC est observée a 180 min (44.26 +

2.29 mg EAG/ g MS), tandis que a 240 minutes une légére diminution est enregistrée.

Le temps d'extraction est défini comme la durée du contact entre le solvant et le solide.
Une augmentation de celle-ci ménera a une extraction optimale, tandis que sa prolongation
n’améliore pas toujours I’efficacité d’extraction, mais elle pourrait entrainer une oxydation
des composés phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012). Les recherches menées par
Bouterfas et al., (2014) et Chan et al. (2009) ont démontrées que 180 min correspondent au

meilleur temps d’extraction des composés phénoliques totaux.
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[11-2- Le plan d’expérience Box-Behnken

I11-2-1- Analyse des resultats

L’extraction des composés naturelles a partir des plantes médicinales peut étre affecter
par différents facteurs tels que la température, le temps d’extraction et la polarité. Dans ce
travaille, le model Box-Behnken a été utilisé pour étudier 1’impact des trois facteurs avec
leurs trois niveaux sur la teneur en polyphénols totaux. Ce model comporte 15 expériences, et
les résultats sont représentés dans le Tableau IV. Ces trois facteurs et leurs trois niveaux

sont :
v Facteur 1 (X1) : La polarité de I’acétone (25%, 50% et 75%).
v Facteur 2 (X2) : La température (35°C, 45°C et 55°C).
v Facteur 3 (X3) : Le temps d’extraction (120 min, 180 min et 240 min).

Selon le Tableau V des résultats obtenus par le plan de Box-Behnken, le taux des
polyphénols totaux des extraits de 1’écorce de R. alaternus varie entre 34,3 + 1.28 mg EAG/g
MS (expérience N° 11) et 47.43 £ 0.48 mg EAG/g MS (expérience N° 12), ce qui suggere une
influence importante des parametres étudiés sur les teneurs en polyphénols totaux. De plus,
les valeurs reelles ont été proche des valeurs prédites, ce qui suggere que le modele est

capable de fournir des prédictions précises.
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Tableau V : Plan expérimental de Box-Behnken et valeurs expérimentales et prédites pour le contenu
phénolique total de I’extrait de I’écorce de R. alaternus.

\° Valeurs Valeurs
du Polarité ~Température Temps reelles TRC - predites TPC
st CONfiguration v - . (mg EAG/g  (mg EAG/g
MS) MS)
1 0— 50 35 120 41,49 41,58875
2 +-0 75 35 180 44,04 43,72375
3 0+— 50 55 120 42,84 41,62875
4 —+0 25 55 180 37,83 38,14625
5 0—+ 50 35 240 40,35 41,56125
6 0++ 50 55 240 39,32 39,22125
7 ++0 75 55 180 40,03 41,02375
8 000 50 45 180 43,76 45,11
9 +0— 75 45 120 39,51 39,7275
10 —0- 25 45 120 39,6 40,495
11 -0+ 25 45 240 34,3 34,0825
12 000 50 45 180 47,43 45,11
13 —0 25 35 180 38,74 37,74625
14 +0+ 75 45 240 44.6 43,705
15 000 50 45 180 44,14 45,11

I111-2-2- VValidation du modele

Le modeéle mathématique sert a relier la fonction de réponse et les données
expérimentales. Pour garantir la fiabilité de la réponse, il est crucial de vérifier plusieurs
éléments tels que la relation de linéarité entre la fonction de réponse et les données
expérimentales, l'effet quadratigue des variables indépendantes, leur interaction et le

coefficient de régression (Chan et al., 2009).
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111-2-2-1- Coefficient de corrélation

Le coefficient de corrélation (R?) correspond au rapport de la somme des carrés des
réponses prédites sur la somme des carrés des réponses mesurées. Ce coefficient permet
d'évaluer la précision et l'adéquation d'un modéle, lorsque le modeéle parvient a prédire
exactement les valeurs des réponses observées, la somme des carrés des réponses prédites est
égale a la somme des carrés des réponses mesurées, et le R? est égal a 1 (Chan et al., 2009 ;
Goupy & Creighton, 2006).

Dans cette étude, l'analyse de la variance (ANOVA) a montré un coefficient de
détermination R? de 0.90, ce qui indique que 90% des variations sont expliquées par le
modéle. D’autre part, la valeur de P < 0.05 (P-value = 0.0437), confirmant ainsi la pertinence

du modéle (Figure 10).
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Figure 10 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.

111-2-2-2- Estimation des coefficients

Les coefficients de régression et la surface de réponse ont été exploités afin d’étudier
les impacts des variables (X1, X2 et X3 : polarité, température et temps) respectivement, a
une P<0.05 sur l'extraction des polyphénols totaux. Lors de I’analyse des coefficients de
régression, la P-value est un indicateur de la signification de chaque coefficient ainsi que

I’intensité d’interaction entre les parametres. Il existe une relation inversement
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proportionnelle entre la P-value et la significativité, plus la P-value est petite plus le
coefficient est significatif (Chan et al., 2009 ; Uma et al., 2010).

Tableau VI : Estimation des coefficients de régression du model polynomiale de second degré des
extraits des écorces de R. alaternus.

) ) Erreur
Effet Terme Estimation Rapport t P-value
standard
Constante 45,11 0,099044 45,15 <0,0001*
X1-Polarite 221375 0,611787 3,62 0,0152*
(%)
Linéarité X2-
Température -0,575 0,611787 -0,94 0,3904
(9]
X3-Temps -0,60875 0,611787 -1,00 0,3654
(Min)
X1*X2 -0,775 0.865197 -0,90 04114
Interaction X1*X3 2 5975 0,865197 3,00 0,0300*
X2*X3 -0,595 0.865197 -0,69 05222
X1*X2 -3.22375 0.900526 -3,58 0,0159*
Quadratique X1*X3 -1,72625 0,900526 21,92 01134
X2*X3 -2.38375 0.900526 -2.65 0,0456*

111-2-2-3- Effet linéaire

Les résultats de cette étude indiquent que la polarité (X1) est le facteur ayant une
influence trés significative sur I'extraction des polyphénols totaux des écorces de R. alaternus
avec une probabilité de P=0.0152 avec un coefficient estimé de 2,21375. En revanche, les
facteurs X2 et X3, a savoir la température et le temps n‘ont pas montré de significativité dans

leurs impacts (Tableau VI).
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111-2-2-4- Effet d’interaction

D’aprés la Figure 11 et les résultats Tableau VI, une interaction significative sur 1’extraction
des composés phénoliques totaux a été observée entre X1*X3 (polarité*temps) avec une
probabilité de P=0,0300 et un coefficient d’estimation positif de 2,5975. Cependant, X1*X2
(polarité*température) et X2*X3 (température*temps) n’ont pas eu un effet significatif avec

des P-value de 0,4114 et 0,5222 respectivement et des coefficients d’estimation négatifs.

Figure 11 : Graphiques des surfaces de réponses représentent les interactions de trois

facteurs.
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111-2-2-5- Effet quadratique

Selon le Tableau VI, un seul effet quadratique (X2*X2) s’est averé non significatif
avec une P=0,1134. En revanche, les deux autres effets quadratiques ont montré des effets
significatifs sur la teneur en polyphénols totaux avec une probabilité de P=0,0159 pour
X1*X1 et P=0,0456 pour X3*Xa3.

Pour conclure, les résultats obtenus indiquent que la polarité et le temps d’extraction

ont un impact significatif sur I’ensemble des effets observés (Tableau VI).
111-2-2-6- Modele mathématique

Suite a I’identification des facteurs ainsi que la réponse, il est important d’¢laboré un

modéele mathématique pour le plan d’expérience proposé incluant une série d’expérience.

L’étude d’optimisation a abouti a I’équation polynomiale finale exprimée en fonction des

facteurs codés en eliminant les facteurs non significatifs

[Y= 45,11 + 2,21375 X1 + 2,5975 X1*X3 - 3,22375 X12 - 2,38375 X3 ]

111-2-2-7- Solution du modele

Pour évaluer la capacité prédictive du modeéle, nous avons procedé a une validation
expérimentale. Celle-ci consiste a comparer les prévisions du modeéle aux résultats obtenus en
pratique, dans les conditions jugees optimales. Cette analyse comparative a été réalisée a
l'aide du logiciel JMP17 Pro. Le Tableau VII présente les paramétres considérés comme

optimaux pour cette étude.

Tableau VII : Les conditions optimales d’extraction des CPT a partir de la poudre des écorces des R.

alaternus.
Variable Valeurs critiques
X1 : Polarité (%) (25-75) 60,933
X2 : Température (°C) (35-55) 42,099
X3 : Temps (Min) (120-240) 188,807
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Selon le tableau ci-dessus, les conditions optimales d’extraction des COmMpOsés
phénoliques totaux des écorces de R. alaternus étaient les suivantes : une polarité de (60, 933
%), une température d’extraction de (42,099 °C) ainsi qu’un temps d’extraction de (188,807
min). Dans ces conditions, le modéle a prévu une réponse de 45,632 mg EAG/g MS, entre

autres, la valeur expérimentale obtenue était 44,838 + 0,202 mg EAG/g MS.

Cette étude montre que les résultats expérimentaux étaient tres proches de ceux
prédits, cela implique qu’il avait un degré élevé d’ajustement entre les valeurs observées dans
I’expérience et la valeur prédite par le modele. Par conséquent la modélisation de surface de
réponse pourrait étre appliquée efficacement pour prédire 1’extraction des COMPOSES

phénoliques totaux des écorces de R. alaternus.
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Conclusion

Les plantes medicinales sont riches en métabolites secondaires, tels que les
polyphénols, qui fournissent une variété d'activités biologiques expliquant l'usage de ces
plantes comme remeéde depuis des milliers d'années. Le présent travail vise a optimiser

I'extraction des composés phénoliques totaux présents dans les écorces des R. alaternus,

L'extraction des composés phénoliques totaux a été testée en étudiant l'impact
individuel des quatre facteurs, notamment le solvant et sa polarité, la température et le temps
d’extraction. Les résultats de ces tests ont montré que la teneur maximale en composes
phénoliques totaux était observée dans I'acétone a 50% de polarite, a une température de 45°C
et une durée d'extraction de 180 minutes. Ces conditions ont été identifieces comme étant les

plus favorables pour obtenir une extraction maximale de ces composes naturels.

Afin d’optimiser les parameétres d’extraction, une méethode des surfaces de réponse a
¢té mise en ceuvre en utilisant le plan de Box-Behnken. Trois facteurs ont été testés : la
polarité du solvant (X1), la température (X2) et le temps d'extraction (X3). Les deux facteurs
polarité et temps d’extraction ont eté identifies comme les plus significatifs dans leur
influence sur la réponse, avec une valeur de P<0,05. Le modéle Box-Behnken a indiqué que
les conditions expérimentales optimales qui permettent d'obtenir le maximum en teneur CPT
sont les suivant : une polarit¢ d’acétone 60,93%, une température de 42,09°C pendant un

temps d’extraction de 188,80 min.

Le modele a prédit une valeur optimale de 45,632 mg EAG/g MS en composés
phénoliques totaux. En outre, la valeur expérimentale obtenue a ces conditions était de 44,838

+ 0,202 mg EAG/g MS, montrant une trés bonne concordance entre les deux valeurs.

Pour conclure, les quatre facteurs étudiés ont un impact significatif sur ’extraction des
composeés phénoliques et I’étude d’optimisation a montré que le mode¢le est capable de fournir

des prédictions précises.

Pour approfondir cette recherche, il serait pertinent d'étendre I'étude en examinant et
en optimisant d'autres variables qui influencent I'extraction des composés phénoliques totaux.
Parmi ces parametres, on pourrait considérer le ratio, la taille des particules et le pH. De plus,
il serait intéressant de tester les composés phénoliques des écorces de R. alaternus pour

diverses activités.
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Annexe (1) : Listes des matériels et produits chimiques utilisés

Matériels Produits chimique
e Etuve ventilée e Acide gallique (CsH2(OH)3COOH).
e Broyeur électrique e Carbonate de sodium (Na,COs) .
e Tamis e Folin-ciocalteu (HsPM012040).
e Balance électrique e Méthanol (CH;0H).
e Agitateur bain marrie e Ethanol (C,HO).
e Spectrophotomeétre e Acétone (C3zHgO).
e Centrifugeuse e Eau distillé (H,0).
e Réfrigérateur e Chlorure d’aluminium (AICI3).
e \ortex e Acetate de sodium (C,H3;NaO,).
e Papier aluminium, Papier absorbant e Quercétine (CisH100y).
e Spatule
e Micropipettes
e Tubesal5ml

Annexe (2) : La courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des composés phénoliques totaux.
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Résumé

Résumé

Rhamnus alaternus, est une plante méditerranéenne réputée pour ses effets thérapeutiques
et sa richesse en composés bioactifs. L'objectif de cette étude était d'optimiser I'extraction des
CPT des écorces de R.alaternus en utilisant la méthodologie des surfaces de réponse (RSM) et
le plan Box Behnken comme modeéle. Les paramétres d'extraction optimaux pour les CPT
obtenue des quatre tests préliminaires étaient successivement: L’acétone a 50%, une
température de 45°C et un temps d’extraction de 180 minutes. Le résultat expérimentale 44,83
+ 0,20(mg EAG/g MS) était proche de la valeur prédite par le modele 45,63 (mg EAG/g MS)
confirmant ainsi la validité du modele. Enfin, les quatre facteurs étudiés ont un impact
significatif sur I’extraction des CPT et I’étude d’optimisation a montré que le modele est
capable de fournir des prédictions précises.

Mots clé : R.alaternus, Box-bhenken, composés phénoliques ,RSM.

Abstract

Rhamnus alaternus, is a Mediterranean plant known for its therapeutic effects and richness in
bioactive compounds. The aim of this study was to optimize the extraction of TPC from R.
alaternus bark using response surface methodology (RSM) and the Box Behnken design as the
experimental model. The optimal extraction parameters for total phenolic compounds obtained
from the four preliminary tests were: 50% acetone , 45°C temperature, and 180 minutes
extraction time. The experimental result of 44.83 + 0.20 (mg GAE/g DW) was close to the
model-predicted value of 45.63 (mg GAE/g DW), confirming the validity of the model. Finally,
the four factors studied have a significant impact on the extraction of TPC and the optimization
study showen that the modele is capable of providing accurate predictions.

Key words : R. alaternus, Bux-bhenken, phenolic compounds, RSM.
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