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Introduction

La plupart des espèces végétales qui poussent dans le monde possèdent des vertus

thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur

l'organisme. Elles sont utilisées aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie ;

elles présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus

Larousse. (2001).

Les composés phénoliques sont comptés parmi ces principes actifs. Ils suscitent

depuis une dizaine d’années un intérêt croissant de la part des nutritionnistes, des

industriels de l’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons principales est la

reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes Rock. (2003).

L’importance des antioxydants d’origine naturelle ne cesse de croître ces derniers

temps. Ces antioxydants, en tant que constituants alimentaires, semblent contribuer de

manière significative à la prévention de certaines maladies comme, le cancer, les maladies

cardiovasculaires et les maladies infectieuses Berger. (2006). Les mécanismes d’action de

l’activité antioxydante sont divers. Ils impliquent la neutralisation des radicaux libres, la

complexation d’ions, des métaux de transition et la réduction des phénomènes oxydatifs et

du vieillissement cellulaire Djeridane et al. (2006).

Vue leur grande diversité structurale, il est très difficile de développer un procédé

d’extraction approprié pour l’extraction de tous les composés phénoliques de la plante

Naczc et Shahidi. (2006).

Le présent travail porte sur l’optimisation de l’extraction des polyphénols d’Erica

multiflora par le plan d’expérience. Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle

locale pour soigner les brûlures et les blessures.

Cette étude est divisée en deux parties :

 Une synthèse bibliographique comportant des généralités sur la plante étudiée, les

composés phénoliques et l’activité antioxydante.

 Une étude expérimentale incluant l’optimisation de l’extraction d’Erica mutliflora,

dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) et

l’évaluation de l’activité antioxydante de l’extrait optimisé.
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I.1.Présentation de la famille des Ericacées

Les Ericacées sont une grande famille cosmopolite représentée par 4100 espèces

regroupées dans 124 genres Guendouze-Bouchefa et al. (2015). Elles sont rencontrées dans

les régions froides et tempérées des deux hémisphères, ainsi que dans les montagnes des

régions tropicales Brosse et al. (2010). La diversité la plus élevée est présentée dans la région

méditerranéenne Guendouze-Bouchefa et al. (2015) (figure 1). Cette famille comprend des

arbustes ou des arbrisseaux, et rarement de petits arbres. Elles sont caractéristiques des terres

pauvres, acides et sablonneuses Brosse et al. (2010).

Figure 1: Répartition mondiale des Ericacées Lhuillier. (2007).

I.2. Présentation du genre Erica

Ce genre renferme environ 500 espèces de bruyères dites « cendrées » (Brosse, 2010).

Chez les bruyères proprement dites (genre Erica), la corolle rose est nettement en forme de

grelot et les sépales petits et verts Guignard. (2001) ; leur feuillage est persistant; aciculaire, à

bords révolutés, et verticillé Brosse. (2010).

I.3. Présentation de l’espèce Erica multiflora

I.3.1. Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires d’Erica multiflora L sont présentés dans le tableau I.

Tableau I: Les noms vernaculaires d’Erica multiflora L Ait Youssef. (2006).

Langue Noms
Arabe et berbère Khlenj, halenj, buheddad, ariga, nuwarasamal,

khleng, chendak.
Français Bruyère multiflore ou bruyère a fleurs

nombreuses.
Anglais Mediterrean Heath.
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I.3.2. Aspect botanique

Erica multiflora appelée aussi « bruyère à nombreuses fleurs », est un arbuste assez

petit de moins de 1m, densément ramifiée et de couleur sombre. Sa floraison est automnale et

hivernale, d’Août à Janvier. Elle possède des feuilles longues et à inflorescence, caractérisée

par des fleurs regroupées en manchon situé non loin de l’extrémité d’un rameau mais

surmonté d’une partie feuillée dépourvue de fleurs. Les fleurs sont de couleur rose,

pédonculées, a belles corolles ovale, à anthères sans appendice mais dépassant très nettement

la corolle Boucher et Doux. (2011) (figure 2).

Figure 2: Photographie d’Erica multiflora Bayer et al. (1990).

I.3.3. Position systématique

La classification taxonomique d’Erica multiflora est présentée dans le tableau II.

Tableau II : Classification botanique d’Erica multiflora Guignard. (2001).

Rang taxonomique Nomenclature
Règne Végétale
Embranchement Spermaphytes
Sous- Embranchement Angiospermes
Classe Astéridées
Ordre Ericales
Famille Ericacées
Genre Erica
Espèce Erica multiflora
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I.3.4.Habitat

Erica multiflora présente un habitat caractérisée généralement par une faible

disponibilité en nutriments, un faible taux de matières organiques et souvent une période de

sècheresse Lhuillier. (2007). Elle ne peut pas tolérer un substrat dont le pH est inferieur à 6,

mais elle s’accommode à des pH supérieur à 8 Bellarmin et Tabani. (1992).

I.3.5.Répartition géographique

E. multiflora est présente au Maroc, en Tunisie et en France. En Algérie, elle est

commune sur tout le littoral ; elle pousse surtout dans les garrigues et elle est très rare en

petite Kabylie Ait Youssef. (2006).

I.3.6. Composition chimique

L’étude phytochimique d’Erica multiflora a montré qu’elle contient plusieurs

principes actifs tels que les flavonoïdes, les tanins, les proanthocyanidines, les coumarines, les

triterpenoides et les huiles essentielles Akkol. (2007) ; Harnafi et al. (2007).

Les tanins, les proanthocyanidols et les flavonoïdes représentent les principaux

composés des fleurs Bruneton. (1987).

Selon Guendouze-Bouchefa et al. (2015), les parties fleuries d’Erica multiflora

renferme des flavonoïdes comme le kaempférol, la quercétine et la naringine, et des acides

phénoliques comme l’acide caféique et l’acides p-coumarique.

I.3.7.Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques

Erica multiflora est souvent utilisée en tant qu'outil thérapeutique alternative à traiter

l'hypertension inflammatoire. Elle est également utilisée dans la médecine traditionnelle

comme un agent diurétique et antiseptique Kawano et al. (2009). Les sommités de leur fleurs

sont employés pour traiter l'hyperlipidémie Harnafi et al. (2007).

Cette espèce est utilisée pour soigner l’athérosclérose et le cancer de la prostate Ait Youssef.

(2006). Elle est aussi considérée comme un agent curatif de blessure, sédatif, et astringent

Rios et al. (1987).
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II. Généralités sur les polyphénols

II.1.Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des végétaux qui disposent d’une

extrême variété de structures et d’activité biologiques Bouayed. (2008). Ils sont présents dans

toutes les parties des plantes Boubekri. (2014) ; Mohammedi. (2006).

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés.

Salta et al. (2007) ; Japon-Lujan et al. (2008). L’élément structural fondamental qui les

caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique à 6 carbones auquel est

directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction

Omar. (2010) ; karabourniotis et Fasseas. (1996) (figure 3). Ces espèces sont des monomères,

des polymères ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 Boubekri.

(2014) ; Harbone. (1993).

Figure 3:Structure du noyau phénol. Sarni-Manchado et Cheynier. (2006).

II.2. Biosynthèse des polyphénols

Brich et Donovan. (1953) ont apporté la première confirmation de la possibilité de

formation de noyau aromatique à partir d’une unité acétate. Alors que Davis. (1955) a

démontré la formation de composés aromatiques à partir des glucides par l’intermédiaire de

l’acide shikimique.

Chavez. (1996) et Richter. (1993) ont décrit la biosynthèse de phénols naturels des plantes par

deux voies majeures: la voie shikimate et la voie acétate, ou leur combinaison.

II.3. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre

de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Il y a deux catégories

de composés: les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes

Clifford. (1999) ; D’Archivio et al. (2007).
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II.3.1. Polyphénols simples

I.3.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes, les dérivés de l’acide

hydroxybenzoïque (C6-C1) (figure 4 (a)) et les dérivés de l’acide hydroxycinnamique (C6-

C3) (figure (b)) Bruneton. (1999) ; Liu. (2004).

(a) (b)

II.3.1.2. Flavonoïdes

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoïdes sont

des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. Ils constituent un groupe de plus de 4000

composés naturels et sont des pigments responsables des colorations jaune, orange, et rouge

de différents organes végétaux Agrawal et Markham. (1989) ; Lhuillier. (2007).

Tous les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, possèdent

le même élément structural de base à quinze atomes de carbones qui sont arrangés en une

configuration C6-C3-C6 Belyagoubi-Benhammou. (2012) ; Bruneton. (1999) (figure 5).

Figure 5 : Structure générale des flavonoïdes Balasundram et al. (2005).

Figure 4 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (a) et Structure chimique des acides

hydroxycinnamiques (b).
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II.3.1.2. Polyphénols complexes (tanins)

Le terme « tanin » regroupe des composés polyphénoliques caractérisés par leurs

propriétés de combinaison aux protéines, d’où leur capacité à tanner le cuir Rodrigues.

(2008). Ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 daltons, les tanins sont

caractérisés par une saveur astringente Belyagoubi-Benhammou. (2011), dépourvus de

toxicité et sont utilisés en tant que remède dans certains cas d’empoisonnement Buchala.

(2007).

Il y a deux groupes de tanins différents par leur structure et leur origine biogénétique:

les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les premiers sont des esters du D-glucose et

de l’acide gallique ou de ses dérivés (figure 6 (a)), et les seconds sont des polymères

constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6

(figure 6 (b)) Rezaire. (2012).

Figure 6 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un
gallotanin Ribereau-Gayon. (1968).

II.4. Propriétés des polyphénols

Les recherches sur les composés phénoliques sont en générale très poussées en raison

de leurs diverses propriétés physiologiques Belyagoubi-Benhammou. (2012) (tableau III).
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Tableau III: Propriétés biologiques des composés phénoliques.

Composé phénolique Propriétés biologiques Références

Acides phénols (cinnamiques et
benzoïques)

- Antibactériens

- Antifongiques

- Antioxydants

Bahorun (1999)

Bruneton (1999)

Leitao (2011)

Flavonoïdes

- Antitumorales

- Anticarcinogènes

- Anti-inflammatoires

- Hypotenseurs et diurétiques

- Antioxydants

-Antibactériens

-Antivirales

Antiallergique

Bahorun (1999)

Bruneton (1999)

Bylka et al. (2004)

Decloitre (1993)

Hertog (1996)

Leitao (2011)

Marfak (2003)

Nkhili (2009)

Proanthocyanidines

- Effets stabilisants sur le collagène

- Antioxydants

- Antitumorales

- Antifongiques et antibactérien

- Anti-inflammatoires

- Antidiarrhéique

-Effet vasoconstricteur

Bahorun (1999)

Bruneton (1999)

Leitao (2011)

Max et Robert (2003)

Rezaire (2012)

Zeghad (2008)

Tanins galliques et catéchiques - Antioxydants Leitao (2011)
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III. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés qui protègent les cellules du corps contre les

dommages causés par les radicaux libres Mokrani et al. (2009). Ils rentrent en compétition

avec d’autres substrats oxydables et retardent ainsi ou empêchent l’oxydation de ces substrats

Ladoh et al. (2014). Ils jouent un rôle important dans la prévention des maladies telles que les

pathologies du cœ ur, le cancer, le diabète, l'hypertension et la maladie d'Alzheimer Meddour et al.

(2011).

III.1.Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent être considérés comme des déchets du métabolisme

cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’être

neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de

l’organisme tout à fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries Muanda.

(2010). L’ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs sont souvent appelés espèces

réactives de l’oxygène (ERO) Favier. (2003) (figure 7).

Figure 7 : Formation des espèces oxygénées activées Obame Engonga. (2009).

III.2.Stress oxydant

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du

corps à les neutraliser. Il correspond à une perturbation du statut oxydatif intracellulaire

Obame Engonga. (2009).
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Les dommages oxydants sont réalisés par l’attaque des radicaux libres sur de diverses

biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et l’ADN, ayant finalement comme

conséquence la dégradation et la mort de cellules Ghedadha et al. (2015).

III.3. Mécanisme de l’oxydation

L’oxydation est un phénomène complexe qui met en jeu des espèces moléculaires très

réactives et qui se traduit par le rancissement de graisses, la rouille des métaux et la flétrissure

des fruits et légumes Judde. (2004) ; Rolland. (2004). Elle est initiée par la lumière, la chaleur,

ou les traces de métaux lourds (Cu2+ et Fe3+). Cette réaction est au départ très lente, puis

s’accélère de façon exponentielle. Elle se déroule en trois étapes : initiation, propagation et

terminaison Bouras (2004). Les réactions radicalaires sont d’autant plus destructrices qu’elles

se propagent en chaîne : les molécules déstabilisées par un électron célibataire deviennent à

leur tour des radicaux libres Manach et al. (2004).

III.4.Système antioxydant

Afin de contrer les effets néfastes des ERO, notre organisme possède des molécules à

activité antioxydante de nature enzymatique ou non enzymatique Tabart. (2011).

III.4.1. Système antioxydant enzymatique

Il s’agit principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase

(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la

cascade radicalaire au niveau de O2
-et du H

2
O

2
, conduisant finalement à la formation de l’eau

et de l’oxygène moléculaire Lehucher-Michel et al. (2001) (figure 8).

Figure 8 : Action des enzymes antioxydantes sur la cascade radicalaire Lehucher-Michel et al. (2001).
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III.4.2.Système antioxydant non enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas

synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par l’alimentation Kanoun. (2011).

Les meilleurs antioxydants exogènes sont la vitamine E, la vitamine C, les caroténoïdes et les

polyphénols N'Guessan et al. (2009).

III.4.2.1.Vitamine C

C’est un antioxydant puissant. Elle fonctionne avec la vitamine E et l’enzyme glutathion

peroxydase pour arrêter des radicaux. Elle est largement présente dans les fruits et légumes

frais. Elle est instable à la chaleur et à la lumière UV Cheick-Traoré. (2006).

III.4.2.2.Vitamine E

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule d’ouverture de

cycle. Elle est retrouvée dans les huiles végétales, les amandes, les graines, le lait, les œ ufs,

les légumes à feuilles vertes Muanda. (2010).

III.4.2.3. Caroténoïdes

Les caroténoïdes font partie des micronutriments qui participent à la défense de

l’organisme contre les espèces réactives de l’oxygène, et par conséquent, contribuent à

prévenir diverses pathologies. Ce sont essentiellement des piégeurs de l’oxygène singulet;

mais ils peuvent également neutraliser les radicaux libres Armand. (2009).

III.4.2.4. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le règne végétal

qui ont une importance croissante notamment grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur

rôle d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérêt pour la prévention et le

traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires ; ils sont également

utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire, en pharmaceutique et en cosmétique

Bougandoura, Bendimerad. (2012).
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III. Matériel végétal

III.1. Description du matériel végétal

E. multiflora est un arbrisseau qui n’atteint pas 60 cm de long, ses feuilles sont

verticillées, de 4 à 7 mm de longueur, alors que ses fleurs sont d’un rose très foncé et les

graines sont de couleur marron (figure 9).

Figure 9 : Photographie d’E. multiflora.

III.1.1.Récolte des échantillons

Les échantillons ont été récoltés en décembre 2015 dans la région d'Ait Guendouze

dans la commune de Boukhelifa dans la wilaya de Bejaia. Ce site est une montagne de

1297 m où les conditions climatiques favorisent sa croissance.

Kool et Laruelle. (1964) préconisent la récolte le matin pour éviter les effets de la rosée et

des grandes chaleurs.

Chaque individu fait l’objet d’un prélèvement au hasard sur plusieurs arbrisseaux.

III.1.2. Traitement des échantillons

Un nombre de traitements initiaux sont nécessaires en vue d’obtenir des extraits de

plante sur lesquels différentes analyses seront réalisées. Le dosage de quelques types de

polyphénols (polyphénols totaux, flavonoïdes et tanins) et l’étude de l’activité

antioxydante. Avant de procéder à ces analyses, plusieurs extractions ont été réalisées en

vue de déterminer l’extrait qui présente la plus grande quantité de polyphénols totaux.

Les échantillons récoltés ont été nettoyés avec de l’eau, puis séchés à l’air libre pendant

quelques jours. Ensuite, un triage a été réalisé en vue de séparer les différents organes de la

plante : tiges, feuilles, fleurs et graines.
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Chaque organe de la plante et la plante entière ont été broyés séparément à l’aide d’un

moulin à café. Les poudres obtenus sont conservées dans des flacons en verre bien fermés

jusqu’à l’utilisation ultérieure.

III.1.3. Extraction

Ce travail vise l’optimisation des paramètres d’extraction des polyphénols d’Erica

multiflora, en faisant varier le solvant d’extraction, la durée de l’extraction, le ratio

échantillon/solvant utilisée. Cette optimisation a été réalisée par le plan d’expérience.

La méthode consiste à faire macérer une quantité de poudre de plante dans un solvant

sous agitation magnétique pendant une certaine durée. Après macération, les solutions

obtenues ont été filtrées à l’aide d’un papier filtre. Ces dernières sont conservées au froid à

4°C afin de les utiliser dans les différentes analyses.

 Effet de l’organe de la plante

1,25 g de poudre de chaque organe de plante (tige, feuilles, fleurs, graines), ainsi que

des mélanges équimolaires de poudres de deux organes (tige-graine, tige-feuille, tige-fleur,

graine-feuille, graine-fleur, feuille-fleur) ont été macérés dans 25 mL de méthanol, ensuite

porter à l’agitation magnétique pendant 30 minutes.

 Effet du solvant

La poudre qui a donné le taux le plus élevé en composés phénoliques dans la première

extraction a été utilisée pour faire une deuxième extraction en faisant varier le solvant

d’extraction. Les solvants utilisés sont : le méthanol, l’éthanol, l’acétone, le chloroforme,

l’hexane et l’acétate d’éthyle.

1,25 g de poudre de plante a été macéré dans 25 mL de solvant, le mélange est ensuite

porté à l’agitation magnétique pendant 30 minutes.

 Effet de la concentration du solvant

Le solvant d’extraction qui a donné le meilleur taux de composés phénoliques a été

utilisé pour réaliser la troisième extraction, qui consiste à faire varier la concentration du

solvant. Les ratios utilisés sont : 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.

1,25 g de poudre de plante a été macéré dans 25 mL de solvant, le mélange est ensuite

porté à l’agitation magnétique pendant 30 minutes.
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 Effet du ratio Echantillon/solvant

Le ratio du solvant d’extraction qui a donné la teneur la plus élevée en composés

phénoliques a été utilisée pour faire la quatrième extraction. Cette dernière repose sur la

variation des quantités de poudre de plantes utilisées. Ces quantités sont : 0,04, 0,07, 0,1,

0,3, 0,6, 0,8, 1 et 1,4 g. Chacune des quantités pesées ont été macérées dans 25 mL du

solvant sélectionné dans l’étape précédente et porter à l’agitation pendant 30 minutes.

 Effet du temps de macération

La quantité de poudre de plante qui a donné la meilleure teneur en composés

phénoliques a été utilisée pour faire la cinquième extraction. Cette dernière repose sur la

variation des durées de macération. La poudre de plante pesée a été macérée dans 25 mL

de méthanol et laisser agiter pendant : 1, 2, 5, 10, 20, 30 minutes, 1, 2, 4, 8, 16 et 24

heures.

III.2. Optimisation des conditions de l’extraction

L’optimisation des conditions de l’extraction a été faite selon le model classique

d’extraction en variant un paramètre et fixant les autres.

L’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques a été réalisée à

partir de la plante selon la méthode de surface de réponse (RMS), un modèle mathématique

a été développé, le type du model choisi est le plan composite centré Goupy. (2006).

Deux facteurs (X1 et X2) à trois niveaux (-1, 0 et +1) sont utilisés pour optimiser

l’extraction des polyphénols à partir de la plante étudiée (tableau IV).

Tableau IV: Niveaux des variables choisis pour les essais Goupy. (2006).

X1 Rapport échantillon/solvant X2 Temps d’extraction (minutes)

(-1) 0,05 (-1) 5

(0) 0,1 (0) 10

(+1) 0,15 (+1) 15

Le plan composite centré comprend 11 essais dont l’essai centré (0, 0, 0) est répété

trois fois pour vérifier l’erreur type et la reproductibilité du procédé d’extraction.
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III.2.1. Analyse phytochimique

III.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

 Principe

L’estimation quantitative des polyphénols est réalisée à l’aide du réactif Folin-

Ciocalteu. Ce réactif est constitué d’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 Ribéreau-Gayon. (1968)

(figure 10). La coloration bleu produite, dont l’absorption maximale est enregistrée entre

725 et 750 nm, est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits

végétaux Boizot et Charpentier. (2006).

Figure 10 : Principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu Fkih. (2007).

 Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée selon la méthode décrite par

Singleton et Rossi. (1965) (figure 11).

La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant à une

courbe d’étalonnage réalisée avec l’acide gallique (annexe 1). Les résultats sont exprimés

en milligrammes d’équivalent acide gallique par gramme de matière sèche (mg EAG/g

MS).

La lecture des absorbances pour toutes les analyses a été effectuée à l’aide d’un

spectrophotomètre UV-visible de marque UV-9200.
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Figure 11 : Schéma représentatif du protocole de dosage des polyphénols Singleton et

Rossi. (1965).

III.2.1.2. Dosage des flavonoides

 Principe

La teneur en flavonoïdes des extraits a été déterminée en utilisant la méthode

colorimétrique au trichlorure d’aluminium Bendimerad et Bougandoura. (2012).

Les flavonoïdes contiennent certains groupements structuraux susceptibles de former par

chélation des complexes jaunâtres avec les métaux notamment le fer et l’aluminium. L’ion

métallique intervenant dans la formation de complexe sous forme de M++ s’uni a des

oxygènes de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons Ribereau Gayon.

(1968) (figure 12).

Figure 12 : Mécanisme de réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoïdes Ribereau-Gayon.

(1968).

0,5 mL de Folin-Ciocalteu (1/10)0,1 mL de l’extrait dilué (1/10ème)

+ 1,5 mL de carbonate de Na (7,5%)

Ajusté jusqu'à 10 mL avec l’eau distillée

Incubation pendant 30 min à l’abri de la lumière

Lecture de l’absorbance à 740 nm
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 Mode opératoire

La teneur en flavonoïdes totaux a été déterminée par la méthode de AlCl3 de Lamaison

et Carnet. (1990) (figure 13).

La concentration en flavonoïdes est déterminée en se référant à une courbe d’étalonnage

réalisée avec la quercétine (annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent quercétine par gramme de matière sèche (mg EQ/g MS).

Figure 13 : Schéma représentatif du protocole expérimental de dosage des flavonoïdes

Lamaison et Carnet. (1990).

III.2.1.3.Dosage des tanins

 Principe

La méthode repose sur la formation d’un complexe tanins-BSA. Les tanins précipités

sont mesurés par spectrophotométrie à 510 nm, après formation du complexe ion ferrique-

polyphenols dans une solution alcaline contenant la solution SDS/TEA. Cette dernière est

utilisée pour dissoudre le complexe obtenu. Le chlorure ferrique réagit avec les tanins pour

former des chélates de couleur violette Hagerman et Butler. (1978).

La centrifugation à 14000 tr/min a pour but d’isoler le complexe insoluble protéine-tanins

Ribéreau-Gayon. (1968).

Ajout de 1 mL de chlorure d’aluminium (2%)

Agitation

Lecture de l’absorbance à 455 nm

Incubation pendant 10 min à température ambiante

1 mL de l’extrait de plante
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 Mode opératoire

La teneur des tanins dans l’extrait méthanolique est déterminée selon la méthode

d’Hagerman et Butler. (1978) (figure 14). La concentration des tanins est déterminée en se

référant à la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant l’acide tannique (annexe 1).

Figure 14 : Schéma représentatif du protocole expérimental de dosage des tanins

Hagerman et Butler. (1978).

2 mL de la solution de BSA (1mg/mL)1 mL de l’extrait de plante

Agitation

Incubation à 4°C pendant 24 heures

Centrifugation à 14000 tr/min pendant 15 min

Ajout de 2 mL de SDS (1%)/TEA (5%) au culot

Agitation jusqu’à dissolution du culot

Lecture de l’absorbance à 510 nm

Incubation pendant 15 min à température ambiante

Addition de 0,5 mL de FeCl3 (10mM)

Agitation
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III.2.2. Détermination de l’activité antioxydante

Afin d’évaluer l’activité antioxydante de l’extrait optimisé, deux méthodes

différentes ont été utilisées à savoir : le pouvoir réducteur au phosphomolybdate

d’ammonium et le test antiradicalaire au DPPH•.

III.2.2.1. Test au molybdate d’ammonium

 Principe

Le test du pouvoir réducteur du molybdate d’ammonium repose sur la réduction du

molybdate sous la forme Mo6+ vers la forme Mo5+ par des substances organiques

antioxydantes. En milieu acide, il y a formation d’un complexe phosphate-Mo5+ qui se

traduit par une coloration verte et dont l’intensité est proportionnelle à la concentration en

antioxydants Bougatef et al. (2009).

 Mode opératoire

La détermination de l’activité antioxydante en utilisant le molybdate d’ammonium est

réalisée selon la méthode décrite par Silici et al. (2010) (figure 15).

Un solvant réactif, formé de phosphomolybdate d’ammonium (4 mM), phosphate de

sodium (28 mM) et d’acide sulfurique a été utilisé.

Figure 15 : Schéma représentatif du protocole expérimental du pouvoir réducteur au

phosphomolybdate d’ammonium Silici et al. (2010).

Agitation

Incubation à 90°C pendant 90 min

Lecture de l’absorbance à 695 nm

2 mL de solvant réactif200 µL de l’extrait de plante
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III.2.2.2. Test au DPPH

 Principe

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur

violacée qui absorbe à 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical

DPPH• est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées à 517

nm servent à calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui est proportionnel au

pouvoir antiradicalaire de l’échantillon Chaabi. (2008) (figure 16).

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazine

(violet) (jaune)

Figure 16 : Réaction de réduction du DPPH•Molyneux. (2004).

 Mode opératoire

La détermination de l’activité antioxydante par le test au DPPH• est réalisée selon la

méthode de Bougatef et ses collaborateurs. (2009) qui est décrite dans la figure 17.

Figure 17 : Schéma représentatif du protocole du test au DPPH Bougatef et al. (2009).

Agitation

Incubation 30 min à l’obscurité

Lecture de l’absorbance à 517 nm

1mL du mélange eau-extrait a différentes concentrations

Additionner 0,15 mL de la solution DPPH (39,4%)

Ajouter 1mL de méthanol
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III.3. Analyse statistique

Toutes les déterminations ont été effectuées en triple essais. La moyenne et l’écart

type pour chaque test ont été calculés par Microsoft Excel 2013. Les différents résultats

obtenus pour les trois extraits ont été comparés par une analyse de la variance (ANOVA)

effectuée avec le logiciel Statistica 5.5 et les valeurs P inférieures à 0,05 ont été

considérées comme significatives. L’optimisation a été réalisée à l’aide du logiciel JMP.7.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Optimisation et conditions d’extraction des polyphénols

L'extraction utilisée dans le présent travail est de type solide-liquide, c'est-à-dire que le

solvant doit franchir la barrière de l'interface solide-liquide, dissoudre le principe actif à

l'intérieur du solide et le soluté sortira. La plupart des auteurs suggèrent que l'entrée du

solvant se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté par diffusion Ribéreau-

Gayon, (1968).

IV.1.1. Etude préliminaire

IV.1.1.1. Choix de la partie de la plante

Différents organes de plante (tige, feuilles, fleurs, graines), ainsi que des mélanges

équimolaires de poudres de deux organes (tige-graine, tige-feuille, tige-fleur, graine-

feuille, graine-fleur, feuille-fleur) ont été utilisés pour évaluer la partie ou le mélange le

plus riche en polyphénols totaux. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 18.

Figure 18 : Variation de la teneur en composés phénoliques selon l’organe de la plante

(les lettres a, b et c montrent qu’il y a une différence significative entre les extraits P

<0,05).

D’après les résultats de la figure 18, la teneur la plus élevée en composés phénoliques a

été enregistré pour le mélange feuille-graine, alors que la teneur la plus faible a été

enregistrée pour la tige.

aa a

b
b,cb,c

b,c
ccc
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IV.1.1.2. Choix du solvant d’extraction

Afin d’extraire les polyphénols, six types de solvant ont été utilisés à savoir : le

méthanol, l’éthanol, l’acétone, l’hexane, l’acétate d’éthyl et le chloroforme. Les résultats

obtenus de sont présentés dans la figure 19.

Figure 19 : Effet du type de solvant sur l’extraction des polyphénols. (les lettres a, b, c,

d et e montrent qu’il y a une différence significative entre les extraits P <0,05).

L’analyse statistique indique que la teneur la plus élevée en composés phénoliques a été

enregistrée pour le méthanol, alors que la teneur la plus faible a été enregistrée pour

l’hexane.

IV.1.1.3. Choix du pourcentage du solvant d’extraction

Afin d’extraire le maximum de polyphénols, différents ratios de méthanol ont été

utilisés : 0, 20, 40, 60, 80 et 100%. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 20.

a

b

dc

e e
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Figure 20 : Effet du type de la concentration du solvant sur l’extraction des

polyphénols (les lettres a, b c et d montrent qu’il y a une différence significative entre les

extraits P <0,05).

D’après les résultats de l’analyse statistique, la teneur la plus élevée en composés

phénoliques a été enregistrée pour le méthanol 100%, alors que la teneur la plus faible a été

enregistrée pour le méthanol 60%.

IV.1.1.4. Choix de la quantité de poudre de plante

Afin d’extraire le maximum de polyphénols, différentes quantités de poudre de plante

ont été utilisés : 0,04, 0,07, 0,1, 0,3, 0,8, 1 et 1,4 g. Les résultats obtenus sont présentés

dans la figure 21.

Figure 21 : Effet de la quantité de la poudre de plante sur la teneur en polyphénols. (les

lettres a, b, c et d montrent qu’il y a une différence significative entre les extraits P <0,05).
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L’analyse statistique indique que la teneur la plus élevée en composés phénoliques a été

enregistré pour la quantité de poudre de plante de 0,1g, alors que la teneur la plus faible a

été enregistrée pour 1,4 g.

IV.1.1.5. Choix du temps de macération

Afin d’extraire le maximum de polyphénols, différents temps de macération ont été

adoptés : 1, 2, 5, 10, 20, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8H, 16h et 24h. Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure 22.

Figure 22 : Effet du temps de macération sur la teneur en polyphénols totaux. (les

lettres a, b, c, d, e, f et g montrent qu’il y a une différence significative entre les extraits P

<0,05).

L’analyse statistique indique que la teneur la plus élevée en composés phénoliques a été

enregistrée pour le temps de macération de 10 minutes, alors que la teneur la plus faible a

été enregistrée pour 5 minutes.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique qui peut varier

de substances simples aux substances très hautement polymérisées. Il y a une possibilité

d’interaction des composés phénoliques avec les autres composés de la plante tels que les

hydrates de carbones et les protéines. Ces interactions peuvent conduire à la formation de

complexes qui peuvent être insolubles Naczc et Shahidi, (2006). La solubilité des

composés phénoliques est aussi affectée par la polarité du (s) solvant utilisé Marston et

Hostettmann in Anderson et al. (2006) ; Naczc et Shahidi, (2006). Ainsi, la récupération

a
b b

b
c

d
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des polyphénols à partir du matériel végétal est aussi influencée par la durée de

l’extraction, le ratio du solvant à l’échantillon, la taille des particules de l’échantillon et les

conditions de préparation de l’échantillon. Par conséquent, il est très difficile de

développer un procédé d’extraction approprié pour l’extraction de tous les composés

phénoliques de la plante Hayouni et al. (2007); Naczc et Shahidi, (2006) ; Ribereau-

Gayon, (1968).

Keller-Didier (2004) note que les vertus thérapeutiques peuvent varier avec la partie de

la plante utilisée ou encore selon le type de plantes associées entre-elles.

IV.1.2. Plan d’expérience composite centré

Plusieurs paramètres peuvent influencer l’efficacité de l’extraction des polyphénols,

comme la méthode d’extraction, la nature et la concentration du solvant, la température et

le temps d’extraction Silva et al. (2007).

Deux facteurs (X1 et X2) à trois niveaux (-1, 0 et 1) ont été appliqués pour optimiser

l’extraction des polyphénols à partir d’Erica multiflora. Les facteurs choisis sont :

- La quantité de la poudre de plante (X1) ;

- Le temps d’extraction (X2).

L’analyse des résultats est présentée dans le tableau V.

Tableau V : Optimisation des conditions d’extraction par le plan d’expérience composite

centré.

N° Variables PT (mg EAG/g MS)

X1-Rapport

échantillon/solvant

X2-Temps

(min)

Valeurs

expérimentales

Valeurs prédite

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

0,05
0,05
0,05
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,15
0,15
0,15

5
10
15
5
10
10
10
15
10
10
15

960
836,67
750
517,5
603,33
775
603,33
590,67
331,66
331,66
358,88

912,85
877,78
786,03
608,56
635,30
635,30
635,30
575,36
366,30
366,30
368,16
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Les résultats de la présente étude montrent que la teneur en composés phénoliques varie

de 321,66 à 960 mg EAG/g MS. Ceci confirme l’influence des paramètres étudiés (temps

et quantité de poudre de plante) sur la teneur des polyphénols totaux.

IV.1.3. Validation du model

Dans les plans d’expériences, le model mathématique relie la réponse aux facteurs qui

l’influence, et afin d’avoir une bonne réponse plusieurs conditions doivent être vérifiées.

IV.1.4. Coefficient de corrélation

L’efficacité d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de corrélation R2 Chan

et al. (2009).

Dans le présent travail, la valeur de R2 est de 0,92, ce qui signifie qu’uniquement 8% des

variations ne sont pas expliquées par le model (figure 23).
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Figure 23 : Plan de prédiction réelle d’Erica multiflora.

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 satistfaisan.

IV.1.5. Effet des facteurs

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

des variables X1 et X2 afin de déterminer le degrè d’influence des facteurs (temps et

quantité de poudre de plante) sur l’extraction des substances bioactives.
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Les valeurs P sont utilisées comme un moyen pour vérifier la signification de chaque

coefficient, ce qui indique aussi l’intensité d’interaction de chaque paramètre. Les valeurs

P les plus petites présentent la plus grande signification du facteur correspondant Liu et al.

(2010). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI.

Tableau VI : Analyse de la variance (ANOVA)

Source Ddl Somme des carrés Ratio- F Valeur-P

Modèle
X1 –rapport
X2- temps
X1X2
X12

X22

Residuel
Coefficient
d’ajustement
Erreur
Cor total

5
1
1
1
1
1
5
3

2
10

415798,96
392426,21
1653,80
15279,43
445,58
4759,35
37250,15
17603,86

19646,30
453049,11

R2= 0,92

11,16
52,67
0,22
2,05
0,06
0,64

0,60

0,01
00,00
0,66
0,21
0,82
0,46

0,67

IV.1.6. Effet d’interaction

Les résultats obtenus indiquent que l’interaction (quantité de poudre de plante-temps

d’extraction) est significative sur l’extraction des polyphénols d’Erica multiflora (figure

24).
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Figure 24 : Surface de réponse de l’interaction (quantité de poudre de plante-temps

d’extraction).

D’après les résultats du tableau VI et de la figure 24, les conditions finales

sélectionnées correspondent aux valeurs maximales choisies pour définir le domaine

expérimental.

Les résultats du présent travail montre que le facteur qui possède une influence

hautement significative sur l’extraction des poylphénols d’Erica multiflora étudiée est la

quantité de la poudre de plante (rapport échantillon/solvant) (X1) avec une probabilité P =

0,00077. Cependant, l’impact est significatif pour le temps d’extraction (X2).

Les résultats obtenus montrent que l’interaction (rapport échantillon/solvant-temps

d’extraction) n’est pas significative avec une probabilité  ˃0,05. 

IV.1.7. Model mathématique

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

d’expérience avec une liste d’expérinces à réaliser est proposé afin de cerner au mieux le

phénomène étudié.

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
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sont les modèles polynomiaux (le plus souvent de degrè inférieur ou égal à deux) Tinsson,

(2010).

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

facteurs est un modèle du premier degrè qui est volontairement simplifié par élimination

des effets d’interaction jugés non significatifs dans l’analyse, ce qui permet de manipuler

plus facilement cette expression. Le modèle mathématique opté dans la présente étude est

représenté par l’equation suivante :

Cette étude montre que la teneur en polyphénols totaux est affectée principalement par

la quantitté de la poudre de plante utilisée.

Pour avoir une quantité en polyphénols totaux de 913,20 mg EAG/g MS pour Erica

multiflora, il faut utiliser 0,05 g de la poudre de plante qu’il faut laisser macérer dans du

méthanol pendant 5 minutes.

IV.2. Analyse phytochimique de l’extrait optimisé

IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Après l’ajout du réactif de Folin-Ciocalteu et de carbonate de sodium, une couleur bleue

est obtenue dont l’intensité varie en fonction de la concentration phénolique de l’extrait de

plante.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont portés dans la figure 25.

Y = 635,30 -255,75 X1
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Figure 25 : Teneur en polyphénols totaux (PT : polyphénols totaux, EAG : Equivalent

Acide Gallique).

La figure 25 montre que la teneur en polyphénols totaux de l’extrait optimisé est de

960 ± 13,23 mg EAG/g MS.

Selon Guendouze-Bouchefa et al. (2015), la teneur en polyphénols totaux des

parties fleuries d’E. multiflora est de 68,2 ± 3,2 mg EAG/g MS qui est plus faible que celle

trouvée dans le présent travail. Cette différence pourrait être expliquée par la différence

dans les conditions d’extraction et la partie de plante utilisée.

Harnafi et al. (2007) ont trouvé que les fleurs d’E. multiflora (récolté au Maroc)

contiennent une teneur en composés phénoliques totaux de 105 mg EC/g de fleurs séchées.

Chez Erica arborea, une autre espèce du genre Erica, Guendouze-Bouchefa et al.

(2015) ont trouvé que les parties fleuries de cette espèce renferment 70,8 ± 2,5 mg EAG/g

MS.

Leclerc (1994) a noté que les substances actives contenues dans les végétaux

varient dans des proportions considérables suivant l’âge de la plante, la période de la

récolte, la nature du sol et le climat. Selon Skerget et al. (2005), le temps d’incubation

influe sur la quantité de composés phénoliques à une température de 50°C. Ainsi, la plus

grande quantité d’acide gallique, utilisé comme standard, est déterminée après 5 minutes et

une incubation supplémentaire provoque sa diminution, probablement due à la
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décomposition des phénols. D’autres facteurs peuvent être à l’origine de l’augmentation du

taux des composés phénoliques dans les plantes.

Selon Athamena et al. (2010), le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain

nombre de facteurs intrinsèques et extrinsèques.

IV.2.2. Dosage des flavonoides

Après l’addition du chlorure d’aluminium, un complexe jaune verdâtre est formé.

L’intensité de cette coloration est en fonction de la concentration de l’extrait.

Les résultats du dosage des flavonoïdes sont portés dans la figure 26.
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Figure 26 : Teneur en flavonoides (flav: flavonoides, EQ : Equivalent Quercétine).

Les résultats du dosage des flavonoides montrent que l’extrait optimisé contient

10,27 ± 1,7 mg EQ/g MS.

Guendouze-Bouchefa et al. (2015) ont trouvé que la teneur des flavonoides dans

l’extrait méthanolique des parties fleuries d’Erica multiflora est de 6,5 ± 0,3 mg EQ/g MS,

alors que celle d’Erica arborea est de 9,5 ± 0,1 mg EQ/g MS.

Pour l’extrait méthanolique des fleurs d’Erica multiflora, Harnafi et al. (2007) ont rapporté

une teneur de 0,13 mg EQ /g MS. Le standard utilisé étant le quercétol.

Les raisons de ces différences ne sont pas claires, mais comme l'a déclaré Xia et al.

(2014), les conditions géographiques et climatiques peuvent entraîner des différences

importantes dans les concentrations des deux composés bioactifs (polyphénols totaux et

flavonoïdes) dans les plantes et leur bioactivité pour la santé humaine.
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IV.2.3. Dosage des tanins

Les tanins sont des composés phénoliques capables de précipiter les protéines. Le

chlorure ferrique réagit avec les tanins pour former un complexe de couleur violette.

La teneur en tanins d’Erica multiflora a été déterminée en équivalent acide tannique

(figure 27).
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Figure 27 : Teneur en tanins (EAT : Equivalent Acide Tannique).

D’après la figure 27, la teneur en tanins de l’extrait est de 63,13 ± 14,58 mg EAT/g

MS. Cette valeur est plus élevée que celle trouvée par Guendouze-Bouchefa et al. (2015)

qui est de 21,26 ± 2,3 mg EAT/g MS. Chez Erica arborea, ces auteurs ont trouvé une

teneur de 16, 29 ± 1,74 mg EAT/g MS.

Dans leur étude, Harnafi et al. (2007) ont trouvé une teneur de 51,33 ± 6,36 mg

EC/g de MS qui est supérieure à celle trouvée dans la présente étude pour E. multiflora.

Nous notons une différence dans le standard, la méthode et aussi l’organe de plante

utilisés.

IV.3. Détermination de l’activité antioxydante

IV.3.1. Test au phosphomolybdate d’ammonium

La capacité antioxydante s’exprime par la réduction de l’ion Mo6+ en ion Mo5+. La

complexation de ce dernier avec le phosphate abouti à une couleur verte dont l’intensité est

proportionnelle à la concentration de l’extrait Prasad et al. (2009).
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L’absorbance de l’acide gallique et de l’extrait d’Erica multiflora augmente avec la

concentration (figure 28).

Figure 28 : Activité antioxydante de l’extrait et de l’acide gallique par le

phosphomolybdate d’ammonium (AAG : Absorbance de l’Acide Gallique, Aext : Absorbance

de l’extrait).

D’après la figure 28, l’extrait présente une activité antioxydante inférieure à celle

de l’acide gallique.

La détermination de l’IC50 a été faite à partir de la courbe des tendances présentées

dans l’annexe 3, sa valeur est de 4,6 mg/L.

IV.3.2.Test utilisant le radical DPPH•

La couleur du radical DPPH• change du pourpre au jaune en présence

d’antioxydants. Le degré de décoloration indique que le potentiel de l’effet scavenger de

l’extrait est du à l’aptitude de l’antioxydant à céder un hydrogène au radical libre Ajila et

al., (2007).

Plus la concentration augmente plus l’effet scavenger de l’extrait de plante est important

(figure 29).
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Figure 29 : Effet scavenger de l’extrait vis-à-vis du DPPH•.

La figure 29 montre que plus la concentration de l’extrait augmente, plus son effet

scavenger vis-à-vis du radical DPPH• est important.

Ces résultats peuvent être exprimés en terme de valeurs IC50. IC50 signifie la

concentration de l’extrait nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH• Andrade et al.

(2009).

La valeur de IC50 trouvée pour l’extrait est de 10mg/L. Cette valeur est proche de

celle trouvée par Guendouze-Bouchefa et al. (2015) pour l’extrait méthanolique des parties

fleuries d’Erica multiflora qui ont trouvé une valeur de IC50 de 10,2 ± 0,3 mg/L. Ces

mêmes auteurs ont trouvé une IC50 de l’extrait méthanolique des parties fleuries d’Erica

arborea de 5,7 ± 0,08 mg/L.

D’après Jayaprakasha et al. (2008), l’activité antioxydante des extraits peut être

attribuée à leurs composants chimiques tels que les phénols, l’acide ascorbique et les

caroténoides.
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Conclusion et perspectives

La méthode de surface de réponse est employée pour l’optimisation de l’extraction

des polyphénols à partir d’Erica multiflora.

Le coefficient de régression et les valeurs de P ont indiqué que la durée de

macération et la quantité de poudre utilisée sont les facteurs les plus signifiants affectant

l’extraction des polyphénols d’Erica multiflora.

Les conditions expérimentales optimales permettant une maximisation de

l’extraction des polyphénols d’Erica multiflora sont : le solvant (méthanol) à une

concentration de 100% (v/v) et la quantité de poudre de plante de 0,05 g pour une durée de

macération de 5 minutes.

Le taux des composés phénoliques retrouvé sous les conditions optimales est de

l’ordre de 960 ± 13,23 mg EAG/g MS qui s’aligne dans l’intervalle de prévision du plan

d’expérience composite centré estimé à 913,20 mg EAG/g MS.

Le présent travail montre que les teneurs en flavonoïdes et tanins de l’extrait

optimisé sont respectivement de 10,27 ± 1,7 mg EQ/g MS, et 63,13 ± 14,58 mg EAT/g

MS.

Les résultats du pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium et du

pouvoir antiradicalaire de l’extrait étudié vis-à-vis du DPPH• de l’extrait étudié ont révélé

que l’extrait présente une activité antioxydante avec des IC50 qui sont respectivement de

4,6 et 10 mg/L.

Il est souhaitable de compléter le présent travail par :

 D’optimiser d’autres paramètres influençant l’extraction des polyphénols tels que la

granulométrie ;

 Identification des différents antioxydants de l’extrait par des techniques plus

avancées : le dichroïsme circulaire, HPLC, CG-MS et RMN ;

 Détermination de l’activité antioxydante par d’autres méthodes.
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Annexe 1 :

Courbes d’étalonnage des différents dosages

Figure 1: Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux.

Figure 2: Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoides.
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Figure 3: Courbe d’étalonnage de dosage des tanins.



Annexe 2 : Glossaire

Aciculaire : Se dit des feuilles en forme de pointe.
Alzheimer : Est une affection du cerveau dite « neuro-dégénérative », c'est-à-dire qu'elle

entraîne une disparition progressive des neurones.

Angiospermes : Plantes à graines dont l'ovule fécondé par l'intermédiaire d'un tube pollinique
se transforme en un fruit clos.
Anticarcinogènes : Qui empêche le développement d’un cancer.

Antifongiques : Médicament utilisé dans le traitement des mycoses.
Anti-inflammatoires : Qui fait dégonfler et diminuer l’irritation.
Antivirales : Médicament utilisé dans le traitement des maladies virales.

Antiallergique : Qui est utilisé dans le traitement ou la prévention des allergies.
Antiseptique : Produit utilisé pour lutter contre les germes de la peau et des muqueuses.
Anthères : Partie supérieure fertile de l'étamine des fleurs où se forment les grains de pollen,
et qui s'ouvre à maturité par déhiscence en libérant ces derniers.
Astringente : Se dit d'une substance qui resserre et assèche les tissus et peut faciliter leur
cicatrisation
Athérosclérose : Maladies dégénératives des artères, due à l’athérome et comportant un
épaississent et un durcissement de leur paroi gênant la circulation sanguine.
Arbrisseaux : Petit arbre ramifié à la base.
Collagène : Protéine la plus abondante du corps humain responsable de la cohésion des tissus.
Cosmopolite : Se dit d'une espèce animale ou végétale présente dans toutes les parties du
monde.
Corolles : Partie d’un périanthe d’une fleur constituée par l’ensemble des pétales.
Curatif : Propre à la guérison ou au traitement d'une maladie.
Diurétique : Substance qui entraîne une augmentation de la sécrétion urinaire.
Garrigues : Formation végétale méditerranéenne des sols calcaires constituée de chênes,
kermès, d'arbustes aux feuilles persistantes et coriaces et de quelques herbes annuelles.
Grelot : petite boule de métal creuse et percée de trous renfermant un morceau de métal qui la
fait résonner dès qu’elle est agité.
Hypertension : Augmentation anormale de la pression à l'intérieur d'une cavité ou d'un
vaisseau.
Hyperlipidémie : Taux trop élevé de lipides dans le sang.

Hypotenseurs : Médicament qui diminue la tension artérielle.

Rancissement : Est une oxydation des acides gras en acide butyrique et radicaux peroxydes.

Rouille : Produit de corrosion des métaux ferreux, constitué principalement d'hydroxyde

ferrique

Scavenger : Terme anglo-saxon qui signifie piéger.

Sédatif : Se dit d'une substance qui agit contre la douleur, l'anxiété, l'insomnie ou qui modère
l'activité d'un organe.
Sépales : Chacune des pièces du calice d'une fleur.
Spermaphytes : Nom d'embranchement donné aux plantes supérieures à graines.
Vasoconstricteur : Médicament qui diminue le calibre des vaisseaux en provoquant la
contraction de leurs fibres musculaires.



Annexe 3

Figuer 4 : Courbe de phospholybdate d’ammuniume
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Tableau I : Solvant et réactifs utilisés au cours du travail.

Nom du produit Formule
chimique

Marque Masse molaire
(g/mol)

Pays de
fabricant

Acide gallique
monohydrate

C7 H6 O2, H2O BIOCHEM
Chemopharma

188,14 Quebec

Acide sulfurique
à

96-98%

H2 SO4 BIOCHEM
Chemopharma

98,07 Quebec

Carbonate de
sodium

decahydrique à
7,7 %

Na2 CO3 ,10H2O SIGMA-
ALDRICH

286,14 Germany

Chloroforme CH Cl3 BIOCHEM
Chemopharma

119,35 Quebec

Chlorure
d’aluminium à

2%

Al Cl3 BIOCHEM
Chemopharma

133,341 USA

DPPH (2,2-
Diphényl-1-

picrylhydrazyl)

C18 H12 N5 O6 SIGMA-
ALDRICH

1235,86 Germany

Folin-Ciocalteu
1/10

- BIOCHEM
Chemopharma

- France

Ethanol C2 H6 O SIGMA-
ALORICH

46,07 Germany

Hexane C6 H14 BIOCHEM
Chemopharma

86,18 Quebec

Méthanol à 99% CH3 OH GPR
RECTAPUR

32,00 France

Molybdate
d’ammonium
tetrahydrique

H24 MO7 N6 O24

4H2O
BIOCHEM

Chemopharma
1235,86 Quebec

Phosphate de
sodium

Na H2 PO4,
2H2O

BIOCHEM
Chemopharma

1561,01 Quebec

Acétone C3H6O BIOCHEM
Chemopharma

58,08 Quebec

Acétate d’éthyle C4H8O2 VWR Prolabo 88,11 Rrance
Sodium dodecyl

sulfate
C12H23Na,H2SO4 BIOCHEM

Chemopharma
288,38 Georgia,USA

Triéthanolamine C6H15O3N Prolabo 149,19 -
Chlorure
ferrique

FeCl3,6H2O BIOCHEM
Chemopharma

270,33 Engletair

Sérum
d’albumine

bovine

- BIOCHEM
Chemopharma

- Unite Kingdom



Tableau II : Le matériel utilisé au cours du travail.

Matériel Les appareils

 Béchers
 Burette graduée
 Cuve en verre
 Eprouvettes graduées
 Pipettes graduée
 Tubes à essais
 embouts
 erlenmeyer

 Bain-marie (RAYPA)
 Balance de précision (SUMSUNG)
 Micropipettes
 Plaque magnétique agitatrice (VELP

SCIENTIFICA)
 Réfrigérateur (SAMSUNG)
 Spectrophotomètre (UV-Vis

Spectrophotomètre, Spectro Scan 50)
 Vortex (VELP SCIENTIFICA)
 Centrifugeuse



Résumé

La méthode de surface de réponse développé par le plan d’expérience composite centré est

utilisée dans le présent travail afin d’optimiser les paramètres d’extraction des polyphénols

totaux d’Erica multiflora, utilisée traditionnellement pour soigner les brûlures et les blessures.

Les conditions expérimentales optimales permettant une maximisation de l’extraction des

polyphénols d’Erica multiflora sont : le solvant (méthanol) à une concentration de 100% (v/v)

et la quantité de poudre de plante de 0,05 g pour une durée de macération de 5 minutes. Les

teneurs en composés phénoliques, flavonoïdes et tanins de l’extrait optimisé sont

respectivement de 960 ± 13,23 mg EAG/g MS, 10,27 ± 1,7 mg EQ/g MS et 63,13 ± 14 ,58 mg

EAT/g MS. L’évaluation de l’activité antioxydante a été réalisée par deux tests différents, le

pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium et le test antiradicalaire au DPPH•. La

valeur des IC50 sont de 10 et 4,6 mg/L respectivement pour le DPPH• et le pouvoir réducteur

au phosphomolybdate d’ammonium.

Mots clés : Optimisation, composite centré, extraction, polyphénols, activité antioxydante.

Abstract

The method of surface of answer developed by the composite experimental design centered is

used in this work in order to optimize the parameters of extraction of total polyphenols of

Erica multiflora, used traditionally to treat scalds and wounds. The optimal experimental

conditions allowing a maximization of the extraction of polyphenols of Erica multiflora are:

the solvent (methanol) with a concentration of 100% (v/v) and a quantity of powder of plant

of 0,05 g for a period of 5 minute of maceration. The contents of phenolic compounds,

flavonoïdes and tannins of the optimized extract are respectively of 960 ± 13,23 mg EAG/g

MS, 10,27 ± 1,7 mg EQ/g MS and 63,13 ± 14, 58 mg EAT/g MS. The evaluation of the

antioxydant activity was carried out by two different tests, the reduction with the ammonium

phosphomolybdate and the test antiradicalaire with the DPPH•. The value of the IC50 are 10

and 4,6 mg/L respectively for the DPPH• and reduction with the ammonium

phosphomolybdate.
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