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Introduction

Depuis des dizaines de milliers d’années, I’Homme et les plantes vivent cote a cote et
cela a permis I’élaboration de plus en plus I’utilisation des plantes au fil des siécles grace a
leurs principes actifs qui agissent directement sur I’organisme et qui conferent le pouvoir
thérapeutique. Environ deux tiers des médicaments actuels ont une origine naturelle (Morel,
2011 ; Iserin, 2001). Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 4 000 sont des
plantes médicinales, ce qui constitue 90 % de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS,
2003).
L’Algérie, dispose grace a son climat diversifi¢ d’une large gamme de plantes
médicinales qui sont utilisées dans la médecine populaire (Quezel et al., 1962 ; Hamzaa et
al., 2010). Parmi ces plantes, nous nous sommes intéressés a la plante Salvia chudaei

Batt & Trab, qui est une espece endémique du Sahara central (Ozenda, 1991).

Les especes de genre Salvia sont trées bien connues et utilisées en médecine
traditionnelle, cela pour leurs effets : antibacterien, anti-inflammatoire, antivirale, antioxydant
et hypoglycémiant. La recherche phytochimique de ces espéces a montré qu'elles sont tres
riches en huiles essentielles, tanins et en flavonoides et autres composés phénoliques (Dellile,
2007).

Dans ce contexte, notre travail s’inscrit dans le cadre d’étudier I’optimisation de
quelques parametres, en utilisant le modéle de plan d’expérience de Box-Behnken, sur la
teneur en composés phénoliques et ’activité antioxydants du Salvia chudaei. Pour cela nous

nous sommes fixés les objectifs suivants :

e Etudier I’effet de quelques paramétres d’extraction (la nature et la concentration du
solvant, la durée d’extraction et le rapport solide/liquide) sur la teneur en composés
phénoliques et I’activité anti-radicalaire (DPPH) ;

e Optimiser ces paramétres d’extraction en utilisant le plan d’expérience Box-
Behnken ;

e Etudier I’activité anti-radicalaire et réductrice de I’extrait qui a donné la meilleure

teneur en composés phénoliques, en appliquant plusieurs tests.
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I. Généralités sur la plante

1.1. Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae (Labiatae) est 'une des premicres a étre distinguées par les
botanistes, elle est composée de 236 genres et 7136 espéces, (Pistrick, 2002 ; Alice et al.,
2016).

Les plantes de cette famille sont surtout des plantes méditerranéennes (Carrubba et
al. 2006), qui ne se rencontrent guere que dans la région présaharienne et dans l'étage

supérieur du Hoggar (Ozenda, 1977).

Un trés grand nombre de genres de la famille Lamiaceae sont riches en huiles
essentielles, ce qui leur confére une importance économique et thérapeutique mais aussi, en
composes phéenoliques, tannins, flavonoides, iridoides glycolysés, quinones, coumarines,
terpénoides, saponines et dans certains cas, des pyridines et des alcaloides pyrrolidiniques
(Kuklinski, 2000 ; Naghibi et al., 2005).

1.2. Genre Salvia

1.2.1. Présentation

Le genre Salvia fait partir des genres de la famille des Lamiaceae, comprenant plus de
959 espéces réparties a I'échelle mondiale. L'Algérie compte 23 espéces de ce genre (Quezel
et Santa, 1963 ; Alice et al., 2016).

Le nom Salvia dérive du latin « salvere » en référence aux propriétés curatives de la
plante, qui était dans les temps anciens célébré comme une herbe médicinale (Mirjalili et al.,
2006).

1.2.2. Propriétés pharmacologiques des Salvia

Les plantes du genre Salvia ont une longue histoire d'utilisation dans le traitement des
maladies humaines. Elles sont particulierement connues pour leurs utilisations traditionnelles
dans le traitement de diverses affections telles que le rhume, les infections, la bronchite, les
douleurs et les hémorragies (Bahadori et Mirzaei, 2015). Ces plantes ont également été
utilisées pour traiter les infections microbiennes, et les symptémes associés au cancer
(Abdulhamid et al., 2013 ; Kamatou et al., 2008).



Ces especes possédant plusieurs activités biologiques, notamment antioxydantes,
antidiabétiques, antibactériennes, anti-tumorale, antiplasmodique, antiseptique et anti-
inflammatoires. En outre, elles peuvent étre utilisées comme substitut aux conservateurs

alimentaires traditionnels (Bahadori et Mirzaei, 2015 ; Kahraman et al., 2010).
1.3. Espece Salvia chudaei

Parmi les 23 espéces algériennes de genre Salvia, une espece spécifique, Salvia
Chudaei Batt & Trab, a été découverte par deux explorateurs naturalistes E.F. Gautier et R.

Chudeau aprés ’exploration de Hoggar en 1902 (Battendier et al., 1913).

La Salvia chudaei Batt & Trab est connue sous le nom de la sauge de Sahara (Abeier,
2007). Le nom arabique est Aouit et Tagroufte (Hammiche et Maiza, 2006).

1.3.1. Description et classification botanique

Salvia chudaei est une plante arbustive persistante trés rameuse, de couleur gris bleuté.
Elle mesure environ 30 a 40 cm de haut et posséde des tiges tres feuillues. Les feuilles sont
étroites et allongées, crispées sur la marge. A I'extrémité des tiges, les inflorescences en épi
portent de longs poils laineux qui masquent les petites fleurs bleu péale. La plante entiere

dégage une odeur puissante et agreable (Sahki et al., 2004).

La classification phylogénétique de Salvia chudaei est représentée dans le tableau

suivant :

Tableau I : Taxonomie de Salvia chudaei (Bouzar et Nehari, 2019).

Regne Plantae

Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédone

Sous classe Lamiidae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salvia chudaei Battandier & Trabut



Figure 1 : Espéce Salvia chudaei Battandier & Trabut (Boukhalfa, 2017).
1.3.2. Répartition géographique

Salvia chudaei est une espece caractéristique de la souche d’endémisme continentale
insulaire des montagnes sahariennes, ces aires de répartition sont le Hoggar, le Tassili, le
Tibesti. Elle est assez commune dans le secteur du Sahara central et dans les Oueds
rocailleux (Jean-pierre, 2001) ou dans d'autres régions a sables grossiers (Sahki et Sahki,
2004 ; Benchelah et al., 2011).

Cette repartition est indiquée sur la figure suivante :

i

e

AT

o

Figure 2 : Répartition géographique de Salvia chudaei Batt et Trab dans les montagnes

sahariennes (Lebrun, 2001).



1.3.3. Usages

Salvia chudaei dégage une odeur agréable, elle aromatise agréablement le thé des
Touaregs. En cuisine, elle est ajoutée a certains plats en condiment, a la viande ou aux
bouillies de mil (Ozenda, 1977 ; Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011).

Elle a des usages médicinaux et culinaires multiples. La plante réduite en poudre et
dissoute dans I’eau est utilisée contre les rhumatismes, les douleurs musculaires, les maux
d’estomac, les briilures mictionnelles et pour soulager les ulcéres d'estomac (Benchelah et

al., 2000 ; Sahki, 2004).
I1. Généralités sur les composés phénoliques

I11.1. Introduction

De nombreuses especes de Lamiacées ont fait I’objet d’études phytochimiques qui ont
permis de mettre en evidence un grand nombre de métabolites secondaires appartenant
essentiellement aux groupes des phénols, des polyphénols et des terpenoides (Wichtl et
Anton, 2003).

11.2. Définition

Les composés phénoliques se caractérisent par la présence d’un cycle aromatique
portant des groupements hydroxyles. Ils sont trouves dans tous les niveaux et dans les organes

des plantes (fruits, feuilles, tiges, racines, ...) (Boizot et Charpentier, 2006).

Ces composés se différencient par la complexité du squelette de base, le degré de
modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...) et par
les liaisons possibles avec d'autres molécules (Machiex et al., 2005). lls sont caractérisés par
la présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs groupements
hydroxyles libres ou engagés avec dautre fonctions (éther, ester, hétéroside) (Bruneton,
2009). Les polyphénols peuvent étre conjugués, avec un ou plusieurs résidus glucidiques, ou
étre liés a d’autres composés chimiques tels que des acides carboxyliques, des amines, des
lipides ou a d’autres phénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Stoclet et al., 2004 ;
Ferguson, 2001).



11.3. Principales classes de composés phénoliques

Harborne, 1980 et Macheix et al. (2006) classent les composés phénoliques en se
basant sur le nombre de carbone d’une part, et d’autre part, sur la structure de squelette de
base. Les principales classes de ces composés sont les acides phénoliques (les
dérivés des acides benzoiques et acides cinnamiques), les coumarines, les flavonoides, les

tanins hydrolysables et condensés (Naczk et Shahidi, 2004).
11.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composeés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. lIs se divisent en deux classes : les dérivés
de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) (Figure 3) et les dérivés de l'acide

cinnamique (les acides hydroxybenzoigues) (Bruneton, 2008) (Figure 4).

R2 R1
R1=R2=R3=R4 =H_: acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = 0OH: acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2=0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H, R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 3 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoigques (Bruneton, 2008).

R1=R2=R3=R4 =H_: acide cinnamique (non phénolique)
N R1=R3=R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique
0-R R1=R2=0H, R3=R4 =H: acide caféique
R1=0CHs, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide férulique
R1=R3=0CHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique
R2 R1=R2=OH, R3 = H, Ré = acide quinique : acide chlorogénique
R3

Rl

Figure 4 : Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques (Han et al., 2007 ; Chira
etal., 2008).



11.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possedant un squelette de base de quinze atomes
de carbone constitué de deux noyaux aromatiques, deux cycles C6 (A et B) reliés par une

chaine C3, formant une structure C6-C3-C6 (Figure 5).

Figure 5 : Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. lls
interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre le
rayonnement UV (Crozier, 2003 ; Tehami, 2017).

Les flavonoides sont classés selon plusieurs critéres : présence ou non d’une double
liaison en position 2, et présence ou non d’un groupement hydroxyle en position 3
(Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006). Des groupements hydroxyles et méthoxyles peuvent le

plus souvent se situer en position 2°, 3°, 4’et 5” ainsi qu’en position 5 et 7.

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont
les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les flavanones, les

anthocyanes et les flavanonols (Pietta, 2000 ; Gramza et Korczak, 2005) (Tableau I1).
11.3.3. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes. lls se caractérisent par leur
facilité a se combiner aux protéines (Makkar, 2003 ; Mangan, 1988 ; Mcsweeney et al.,
2001). lIs sont trés répandus dans le regne végétal, lls peuvent exister dans divers organes :

I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains (Khanbabae et Ree, 2001).

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et

tanins condensés (Linden et Lorient, 1994) (Figure 6).



Tableau 11 : Différents classes des flavonoides (NKkhili, 2009).

Flavones
R
OH
HO
(a] R
|
oH O

R=R’'=H: Apigénine
R=0OH, R’ = H: Lutéoline
R=R’= QCH;: Tricine

Flavonols

OH O

R=R’'=H: Kaempférol

R=OH, R’ = H: Quercétine
R=OCH ;, R’ = H: Isorhamnétine
R=R’= OH: Myricétine

Flavan-3-ols

OH
R=R"=H : Afzeléchine

R =0H, R" =H : Catéchine
R = R'=0H : Gallocatéchine

Flavanones

R
OH
H Q.
oH O

R=H : Naringénine
R= OH : Enodictyol

Anthocyanes

E=R"=H: Pelargonidine

E =0, E = H : Cymidn:

B =0H;, B =H : Péosidine
E=R"= (8 : Délphinadine:

E= R =0CH; - Malvwdme
E=0H, & =0CH; - Péenidine

Flavanonols

R
O
HD L]
=8
OoH
OH

R= 0H, R =H: Taxifoline
R=0OH, R"= 0OH: Ampé&loptoal

(a)

Figure 6 : Structure chimique d’un tanin condensé (a) et d’un tanin hydrolysable (b) (Derbel

et al., 2005).

HO 0
VS o
0
. oH © OH
0 CH OH
HO OH OH
OH
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I1.4. Propriété antioxydants des composés phénoliques

Les composés phénoliques exercent une activité antioxydants grace a leur diversité
structurale, via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des réactions
radicalaires par la chélation des métaux de transition, la neutralisation des radicaux libres,
I’inhibition d’enzymes génératrice de radicaux libres, et I’induction de la synthése d’enzymes
antioxydants (Cotelle et al., 1995 ; Bors et al., 1997 ; Grassmann et al., 2002). Cette
activité est étroitement liée a leur structure, a savoir le nombre et la position des groupements
hydroxyles et le degré de méthylation, de glycosylation et de polymérisation (Heim et al.,
2002).

I11. Plans d'expériences

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifiqgue ou des études industrielles. Cette méthode permet d’extraire le
maximum d’information avec un minimum de résultats de simulations. Pour cela, il faut
suivre des regles mathématiques et adopter une déemarche rigoureuse. La compréhension de la
méthode des plans d'expériences s‘appuie sur deux notions essentielles, celle d'espace

expérimental et celle de modélisation mathématique des grandeurs étudiées (Goupy, 2006).

Pour qu'un plan d’expérience soit utilisable, il est nécessaire qu’il remplisse la

condition de I’orthogonalité qui est indispensable pour pouvoir calculer ’effet d’un facteur
(Gillon, 1997).

Il existe de nombreux plans d'expériences adaptés a tous les cas rencontrés par un

expérimentateur (Goupy, 2006) :

e Plans factoriels complets a deux niveaux.

Plans factoriels fractionnaires a deux niveaux.

e Autres plans a deux niveaux (les plans de Koshal, les plans de Rechtschaffner, les
plans de Plackett et Burmann, les tables de Taguchi, les plans sursaturés).

e Plans a plusieurs niveaux (plans complets a trois niveaux, carrés latins, carrés gréco-
latins, carrés de Youden, plans a niveaux mixtes).

e Plans pour surfaces de réponse (les plans composites, les plans de Doehlert, les plans

de Box-Behnken, les plans hybrides, les plans de Mozzo).



I11.1. Principaux avantages des plans d’expériences
La méthode des plans d’expériences permet une interprétation rapide et sans
équivoque en fournissant un modele expérimental précis du systeme étudié (Gillon, 1997). Il

présente des principaux avantages qui sont :
e Diminution du nombre d’essais.
e Détection des interactions entre facteurs.
e Une précision optimum des résultats.
e Modélisation des réponses étudiées.

e Possibilité¢ d’étudier un grand nombre de facteurs.
I11.2. Plans de surface de réponse

La méthodologie de surface de réponse fait partie des plans d'expériences utilisés pour
l'optimisation. C'est une modélisation empirique technique consacrée a I'évaluation de la
relation d'un ensemble de facteurs expérimentaux contrdlés et observés avec les résultats
(Annadurai et Sheeja, 1998).

Il existe trois principaux types de plans de surface de réponse couramment utilisés, a
savoir les plans de Box-Behnken, les plans de Doehlert et les plans composites centrés.

111.2.1. Plans de Box-Behnken

Box et Behnken ont proposé en 1960 ces plans qui permettent d'établir directement des
modeéles du second degré. Ce sont des plans dont les variables ne prennent que 3 niveaux (-1,
0 et +1) (Chagnon, 2005).

Ce modele est un moyen important pour la détermination des interactions présentes
entre les différents facteurs ainsi que la détermination de leurs concentrations optimales. Les
plans de Box-Behnken sont une alternative aux plans composites parce qu'ils requierent
seulement 3 niveaux pour chaque facteur et permettent aussi de modéliser une surface de

réponse de deuxieme degré (Benoist et al., 1994).
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Partie experimentale




I.1. Préparation du matériel végétal

La plante Salvia chudaei a été récoltée en mars 2023 a la Wilaya de Tamanrasset.
Apres la récolte, le matériel végétal qui est constitué des parties aériennes de la plante, a été
nettoyé des poussiéres et de toutes autres impuretés, puis séché a une température ambiante
dans un endroit aéré et a I’abri de la lumicre. Le matériel végétal séché a été broyé puis

tamisé. Les fractions dont le diameétre est inférieur a 250pm ont été retenues pour I’extraction.

1.2. Optimisation des conditions d’extractions

1.2.1. Etude préliminaire

Dans ce travail, une étude préliminaire a été réalisée afin d’étudier ’effet de la durée
d’extraction, de la nature et de la concentration du solvant et du rapport solide/liquide sur la
teneur en composés phénoliques et sur I’activité anti-radicalaire vis-a-vis du DPPH de la
partie aérienne de la plante Salvia chudaei, en utilisant la technique d’extraction par

macération.

e Effet de la naturedu solvant d’extraction

Afin d’étudier 1’effet de la nature du solvant d’extraction, les composés phénoliques
totaux de Salvia chudaei ont été extraits en utilisant comme solvants I’eau distillée, I’acétone
50 % et I’éthanol 50%.

Une quantité de 0,29 de la poudre de Salvia chudaei a été mélangée avec 20mL du
solvant d’extraction. Aprés 60min de macération, les mélanges obtenus ont été filtrés et

utilisés pour le dosage des composés phénoliques et I’évaluation de I’activité DPPH.

e Effet de la concentration du solvant d’extraction

Pour étudier I’effet de la concentration du solvant, I’extraction a été réalisée en
utilisant le solvant qui a donné le meilleur rendement en composés phénoliques a différentes
concentrations : 30%, 50%, 70% et 90%.

Une quantité de 0,2g de la poudre a été mélangée avec 20mL du solvant d’extraction.

Aprés 60 min de macération, les mélanges obtenus ont été filtrés et utilisés pour le dosage.
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o Effet de la durée d’extraction

L’effet de la durée d’extraction a été étudié en réalisant des extractions par
macération pendant : 1h, 1h30min, 2heures et 2h30min, en mélangeant 0,2g de la poudre avec

20mL du solvant qui a donné les meilleurs résultats précédemment.
e Effet du rapport solide-liquide

L’effet du rapport solide/liqguide a été évalué en testant quatre rapport
solide/liquide a savoirs : 0,2/20 ; 0,4/20 ; 0,6/20 et 0,8/20 (g/mL).

L’extraction a été réalisée en sélectionnant les meilleures conditions déterminées
précédemment. Une quantité de 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ou 0,8g de la poudre a été mélangée
avec 20mL d’acétone (70%). Aprés 1h30min de macération, les mélanges obtenus ont été

filtrés et utilisés pour le dosage et la détermination de I’activité antioxydants.

Les différents parametres examinés dans I'étude préliminaire et les résultats qui ont
donneé le meilleur rendement en composés phénoliques totaux (CPT) obtenus par la technique

de macération, sont résumé dans le tableau N° I11.

Tableau 111 : Récapitulatif des parametres testés lors de 1’étude préliminaire et les conditions

d’extraction optimales sélectionnées.

Parametres testés Parametre sélectionné

Nature du solvant : Eau distillée, Ethanol 50%, Acétone 50%. Acétone 50%

Concentration du solvant : Acétone 30, 50, 70, 90% Acétone 70%
Durée d’extraction : 60, 90, 120, 150 min. 90 min
Rapport solide/liquide : 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 g/20mL. 0,2/20 g/mL

Les résultats de cette étude préliminaire ont permis de sélectionner un intervalle

approprié pour l'extraction des composés phénoliques pour chaque variable indépendante.
1.2.2. Plan d'expérience Box-Behnken

L’optimisation de la méthode d’extraction a été réalisée en employant le plan de Box-
Behnken de trois niveaux, pour évaluer l'effet combiné de trois variables indépendantes : la
concentration du solvant (%), la durée (min), et le rapport solide/liquide (g/mL) qui sont

désignés par X1, X2 et X3, respectivement.
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L’¢étude préliminaire a été réalisée pour déterminer les valeurs minimales et maximales
des variables qui influencent I'expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans le tableau
(V).

Tableau IV : Variables indépendantes et les niveaux des facteurs influengant 1’extraction

par macération.

Niveaux des facteurs

Variables indépendantes -1 0 +1
X1: Solvant (%) 50 70 90
X2: Temps (min) 60 90 120
X3: Ratio Solide/Liquide (g/20mL) 0,1 0,2 0,4

L’étude préliminaire a été réalisée sur ces parametres afin d’optimiser les deux
réponses : la teneur en composés phénoliques (TCP), et ’activité antioxydants évaluée par le
test d’inhibition du radical DPPH.

La méthodologie des surfaces de réponses permet de modéliser les deux réponses

étudiées sous forme d’une équation polynomiale du second degré présentée ci-dessous :

Kk K k
vy =8+ Z Bix; + Z Bux* + Z Biyxix;j+E ... (Equation1)
i=1 i=1

i
Ou : y représente la réponse étudiée (y représente TCP ou le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH); 3, est un coefficient constant : §; , B;;€t B;sont des coefficients des limites

linéaires, quadratiques et interactives, respectivement, et le x;et x; représentent les variables

indépendantes codées et E représente 1’erreur expérimentale.
1.3. Détermination de la teneur en antioxydants
1.3.1. Dosage des composés phénoliques

e Principe
Le principe de dosage des composés phénoliques est basé sur la réduction en milieu
alcalin de ’acide phosphotungstique (Hz3PW12040) et phosphomolybdique (Hz3PMo012040) du
réactif de Folin-Ciocalteu en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de
molybdéne (M08028), lors de ’oxydation des polyphénols. L’absorbance est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon (Ribéreau-Gayon et al., 1982).
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e Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Kéhkonen et al.
(1999). Un volume de 0,5mL du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté a 100ulL d’extrait. Apres
3 minutes, 0,4mL de la solution de carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutés. Aprés 1 heure
d’incubation, I’absorbance est mesurée a 740nm. La concentration en composés phénoliques
des extraits, exprimée en milligramme équivalent acide gallique (EAG) par gramme de

maticre séche, est déterminée en se référant a la droite d’étalonnage (Annexe 1).
1.3.2. Dosage des flavonoides

e Principe
Les flavonoides forment des complexes jaunatres avec I’aluminium sous forme d’ions
Al aprés décomposition de chlorure d’aluminium (AICI3). Les complexes formés sont

responsables de 1’absorption de la lumiére dans le visible (Ribéreau-Gayon, 1968).

e Mode opératoire

Les teneurs en flavonoides des extraits obtenus sont déterminées par la méthode de
Lamaison et Carnet (1990). Une quantité de 0,5mL de chaque extrait a été ajoutée a un
volume égal du chlorure d’aluminium (2%). L’absorbance a été lue a 430nm apres 20 min
d’incubation. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent quercétine (EQ) par

gramme de matiére séche a partir de la droite d’étalonnage (Annexe 2).

I.4. Evaluation de I’activité antioxydants
1.4.1. Activite « scavenger » du radical DPPH

e Principe
Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogene au radical synthétigue DPPH-
(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en

DPPH-H (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine) de coloration jaune-verte (Molyneux, 2004).

e Mode opératoire

L’effet « scavenger » du DPPH est déterminé par la méthode de Kroyer et Hegedus
(2001); 100ulLd’extrait sont ajoutés a 900uL de DPPH (60uM). L’absorbance a été lue a
517nm aprés 1 heure d’incubation a I’obscurité. L’activité « scavenger » du DPPH est

exprimé en milligramme équivalent acide ascorbique (EAA) par gramme de matiere séche a
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partir de la droite d’étalonnage (Annexe 3). L’activité « scavenger » du radical ABTS™ est

exprimé par la formule suivante :

% = [(A témoin - A échantilion) / A témoin] X 100

A «moin : Absorbance du témoin (DPPH).
A échantillon : Absorbance de I’extrait (extrait + DPPH).

La concentration d'extrait fournissant 50% d'activité antioxydants (valeur 1C50
(mg/mL)) a été calculée a partir du graphique des pourcentages d'activité antioxydants par

rapport aux différentes concentrations de 1’extrait étudié.
1.4.2. Activité « scavenger » du radical ABTS
e Principe

La méthode qui détermine I’activité « scavenger » du radical ABTS est basée sur la
capacité d’un antioxydant a piéger le radical cationique ABTS™ (2,2’-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration bleue verte en le transformant en ABTS-H*
incolore, par un don d’hydrogéne (Antolovich et al., 2002). La décroissance de 1’absorbance

causée par I’antioxydant refléte la capacité de capture du radical libre.

e Mode opératoire

Le piégeage du radical cationiqgue ABTS™" est déterminé par la méthode de Re et al.
(1999). La solution du radical cationique ABTS'" a été préparée en mélangeant 2,45 mM
d’ABTS avec 7 mM de persulfate de potassium. Apres 16 heures d’incubation la solution
ABTS™ a été diluée avec ’éthanol, afin d’obtenir une absorbance de 0,7+ 0,02 a 734 nm.
L’absorbance a été lue a 734 nm aprés 6 min d’incubation a 1’obscurité. Le pourcentage de

activité « scavenger » du radical ABTS"" est exprimé par la formule suivante :

% = [(A temoin - A échantilion) / A temoin] X 100

A «moin : Absorbance du témoin (ABTS™).
A chantillon : Absorbance de I’extrait (extrait + ABTS™).

La concentration d'extrait fournissant 50% d'activité antioxydants (valeur IC50
(mg/mL)) a été calculée a partir du graphique des pourcentages d'activité antioxydants par

rapport aux différentes concentrations de I’extrait étudié.
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1.4.3. Pouvoir réducteur du fer

e Principe
L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe*) du
complexe ferricyanure-Fe3* en fer ferreux (Fe?*), en présence d’antioxydants réducteurs
(Bijoy et al., 2008). La forme reduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au
pouvoir réducteur de ’extrait (Gulgin et al., 2003).

e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Yildirim et al. (2001) ; 1mL
d’extrait est additionné¢ a 2,5mL de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5mL de
ferricyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50°C pendant 20 min, 2,5mL d’acide
trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange. Aprés centrifugation a 3000g pendant 10 min,
2,5mL du surnageant sont mélangés avec 2,5mL d’eau distillée et 0,5mL de chlorure ferrique
(0,1%). L’absorbance est mesurée a 700nm, les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent acide ascorbique (EAA) par gramme de matiere séche a partir de la droite

d’étalonnage (Annexe 4).

1.4.4. Pouvoir chélateur du fer

e Principe

Le pouvoir chélateur du fer est une méthode utilisé pour évaluer le pouvoir chélateur
d’un extrait. La ferrozine réagit avec le fer libre présent dans un milieu réactionnel, formant
ainsi un complexe Ferrozine-Fe2+ qui présente une intense couleur violette (Zhao et al.,
2010). Lorsqu’un agent chélateur est présent, la formation de ce complexe est perturbee ce qui

entraine une diminution de la couleur.

e Mode opératoire

La capacité chélatrice de I’extrait étudié¢ a été estimée par la méthode de Dinis et al.
(1994). Pour 0,1 mL d’extrait, 2,75 mL d'eau distillée et 0,1 mL de chlorure ferreux (2 mM)
ont été ajoutés. Apres agitation pendant 5min, 0,1mL de ferrozine (5 mM dans éthanol) sont
additionnés au milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé pour réagir pendant 10
min a température ambiante. L'absorbance de la solution résultante a été mesurée a 562 nm.

Le pourcentage de la capacité chélatrice du fer est exprimé par la formule suivante :

% = [(A témoin - Aéchantillon) /A témoin] x 100
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A moin : Absorbance du témoin.
A ¢chantillon : Absorbance de 1’extrait.

La concentration d'extrait fournissant 50% d'activité antioxydants (valeur 1C50
(mg/mL)) a été calculée a partir du graphique des pourcentages d'activité antioxydants par

rapport aux différentes concentrations de 1’extrait étudié.
| .5. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats a été effectuée avec 1’application ANOVA univariée
(test Tukey-Kramer, logiciel JMP10) et la comparaison des résultats est prise a la probabilité
P<0,05. Toutes les données représentent la moyenne de trois essais * écart type.

Le logiciel JIMP (Version 10, SAS) est utilisé pour construire le plan d’expérience de
Box-Behnken pour I’analyse de tous les résultats.



I1. Résultats et discussion

La présente etude a été consacrée a la détermination de l'effet de plusieurs parametres
d’extraction a savoirs : la nature et la concentration du solvant, la durée d'extraction et le
rapport solide/liquide, sur la teneur en polyphénols totaux et sur l'activité anti-radicalaire de

Salvia chudaei, en utilisant la méthodologie de surface de réponse.
11.1. Etude préliminaire

Cette étude a été réalisée dans le but de déterminer les variables qui donnent les
meilleures teneurs en composés phénoliques totaux (CPT) et la plus importante activité
"scavenger " vis-a-vis du DPPH.

11.1.1. Effet de la nature du solvant d’extraction

L’effet de la nature du solvant d'extraction, a savoirs ’eau distillée, I'éthanol 50% et
I'acétone 50%, sur la teneur en polyphénols et l'activité antioxydants (DPPH) de Salvia

chudaei a été évaluée.

e Teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits du Salvia
chudaei a révélé des différences significatives en fonction du solvant utilisé (P<0,05) (Figure
7).

Teneur en composés phénoliques
(mg EAG /g MS)
(@]

ED Eth 50% Acet 50%

Figure 7 : Effet de la nature du solvant sur la teneur en composés phénoliques de Salvia
chudaei.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).



Les résultats de cette étude montrent que les meilleurs teneurs en composes
phénoliques de Salvia chudaei ont été obtenues en utilisant l'acétone 50% comme solvant
d'extraction avec une valeur de 8,20 mg EAG/g MS, suivi par I'éthanol 50% puis
I'eau distillée avec les valeurs 5,64 et 3,8 mg EAG/g MS, respectivement. Cette différence
pourrait étre expliquée par la différence de la solubilité des composés phénoliques et de la
polarité du solvant utilisée. Les composés phénoliques sont souvent plus solubles dans des

solvants organiques qui dépendent de leur structure chimique.

L’étude menée par Mahmoudi et al. (2013), a révélé que le meilleur solvant
d’extraction est 1’acétone, suivi par I’eau et le méthanol. Farhoosh, (2009) a rapporté que
I’acétone diluée a 50% est le solvant le plus efficace pour I’extraction des polyphénols et cela
est d0 a sa meilleure sélectivité et a sa faible viscosité, ce qui pourrait soutenir les résultats

trouvés.

Il est recommandé d'utiliser des solvants acétoniques plutét que le méthanol ou
I'éthanol pour une extraction plus efficace des composés phénoliques. En effet, les solvants
acétoniques présentent l'avantage de précipiter les protéines est d'extraire faiblement les
sucres (Boizot et Charpentier, 2006).

e Activité « scavenger » du radical DPPH

L’analyse statistique a montré une différence significative entre les activités anti-
radicalaires (DPPH) des extraits obtenus selon le solvant utilisé (p<0,05) (Figure 8).
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Figure 8 : Effet de la nature du solvant sur I’activité « scavenger » du radical DPPH
de Salvia chudaei.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents)



Dans la présente étude, I'étude statistique indique que les activitées anti-
radicalaires (DPPH) les plus élevées ont été trouvées avec l'acétone 50% avec une moyenne
de 0,86 mg EAA/g MS et I'éthanol 50% avec une moyenne de 0,85 mg EAA/g MS. Alors que
la plus basse activite a été révélée en utilisant l'eau distillée avec une moyenne de 0,79
mg EAA/g MS.

L’étude menée par Duong et al. (2015), montre que les plus fortes activités
inhibitrices des radicaux DPPH, sont marquées en utilisant les extraits d’acétone et confirme

que l'acétone aqueux est un bon solvant pour ’extraction des antioxydants.
11.1.2. Effet de la concentration du solvant d’extraction

Afin d'évaluer I'impact de la concentration du solvant d'extraction sur la quantité de
polyphénols et lactivité anti-radicalaire (DPPH) de Salvia chudaei, quatre différentes
concentrations d'acétone (30%, 50%, 70% et 90%), ont été testées.

e Teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits de Salvia
chudaei, a révélé des différences significatives en fonction de la concentration du solvant

utilisée pour I’extraction (p<0,05) (Figure 9).
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Figure 9 : Effet de la concentration du solvant sur la teneur en composes phénoliques de

Salvia chudaei.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).
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Cette étude a révélé que les meilleures teneurs en composés phénoliques de Salvia
chudaei ont été obtenues en utilisant I'acétone 70%, avec une valeur de 11,88
mg EAG/g MS, suivi par l'acétone 90%, avec une valeur de 9,59 mg EAG/g MS, tandis que
les plus faibles teneurs, ont été obtenues en utilisant I'acétone 30% et lI'acétone 50%, avec des

valeurs de 8,35 et 8,20 mg EAG/g MS , respectivement.

L’utilisation de I’eau en combinaison avec des solvants organiques contribue a la
création d’un milieu modérément polaire qui assure I’extraction des composés phénoliques
(Lapronik et al., 2005 ; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005). Les mélanges acétone-eau
sont trés utilisés pour 1’extraction des matrices protéiques, car ils permettent la dissolution des
complexes polyphénols-protéines, ainsi ils sont les meilleurs solvants pour ’extraction des
antioxydants polaires (Naczk et Shahidi, 2004 ; Al-Farasi et Lee, 2008). L’étude menée par
Nasr et al. (2019) a montré que la teneur en composés phénoliques la plus élevée des feuilles
d'Eucalyptus camaldulensis a été obtenue on utilisant I’extrait acétonique a 70%. Ce qui

confirme les résultats trouvée.
e Activité « scavenger » du radical DPPH

L’étude statistique a montré une différence significative entre les activités anti
radicalaires (DPPH) des extraits obtenus selon la concentration du solvant utilisée (p<0,05)

(Figure 10).
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Figure 10 : Effet de la concentration du solvant sur I’activité « scavenger » du radical DPPH

de Salvia chudaei.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).



Dans la présente étude, I'extrait acétonique (70%) de Salvia chudaei a exercé le
meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH), avec la valeur 0,90 mg EAA/g MS, suivi par
I'extrait acétonique (50%), avec la valeur 0,87 mg EAA/g MS. Tandis que la plus faible
activité a été trouvée dans l'extrait acétonique dilues a90%, avec la valeur 0,82 mg
EAA/g MS.

Turkmen et al. (2006) ont montré que la concentration du solvant utilisée a un effet
significatif sur I’activité antioxydants d’extraits du thé noir. L’augmentation de la polarité du
solvant modifie son habilité d’extraction des composés phénoliques et influence par

conséquent I’activité antioxydants des extraits (Zhou et Yu, 2004).
11.1.3. Effet de la durée d’extraction

Afin d'évaluer I'impact de la durée d'extraction sur la teneur en polyphénols et I'activité
antioxydants de Salvia chudaei en utilisant de I'acétone a 70% comme solvant, quatre durées
ont été testées : 1 h, 1 h 30, 2 h, 2 h 30.

e Teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composé phénolique des extraits de Salvia

chudaei, a montré des variations significatives en fonction de la durée utilisée (p<0,05)

(Figure 11).
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Figure 11: Effet de la durée d’extraction sur la teneur en composés phénoliques de

Salvia chudaei.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).



Cette etude a montré que les meilleurs teneurs en composés phénoliques de Salvia
shudaei ont été trouvées dans I’extrait obtenu aprés 1 h 30 min et 2 h avec les valeurs 14,03 et
13,89 mg EAG/g MS, respectivement, suivi par I’extrait obtenu aprés 1 h avec la teneur 11,88
mg EAG/g MS. Tandis que la plus faible teneur a été trouvée dans I’extrait obtenu aprés 2 h
30 avec une valeur de 8,75 mg EAG/g MS.

Le temps de mise en contact entre le solvant et le matériel végétal peut influencer la
libération graduelle des solutés de la matrice végétale vers le solvant, ce qui affecte I'efficacité
de l'extraction (Michiels et al., 2012). Cependant, il est important de noter qu’un temps de
contact prolongé n'améliore pas toujours l'efficacité de I'extraction en favorisant l'oxydation
des composeés phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012). Ce qui confirme la raison du déclin

de la teneur en composeés phénoliques apres 2 h.

e Activité « scavenger » du radical DPPH

L’analyse statistique de 1’activité antir-adicalaire (DPPH) des extraits de Salvia chudaei a
révélé des différences significatives en fonction de la durée utilisée (p<0,05) (Figure 12). Les
plus importantes activités anti-radicalaires (DPPH) ont été exercées par les extraits obtenus
apres 1 h,1h30et 2 h avec des moyennes de 0,90; 0,88 et 0,89 mg EAA/g MS,
respectivement. Alors que I’extrait obtenu aprés 2h30 a donné la plus faible activité anti-
radicalaire (DPPH) avec une valeur de 0,86 mg EAA/g MS.
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(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).



11.1.4. Effet du rapport solide/liquide

Pour déterminer I’effet du rapport solide/liquide sur la teneur en polyphénols et sur
I’activité antioxydants de Salvia chudaei, quatre rapports ont été utilisés ; 0,2/20, 0,4/20,
0,6/20 et 0,8/20 (g/mL).

e Teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique a révéelé que le rapport solide/liquide utilisé pour I’extraction a
influencé significativement les teneurs en composés phénoliques des extraits de Salvia
chudaei (p<0,05) (Figure 13). La meilleure teneur en composes phénoliques a été trouvée
dans l'extrait préparé par le rapport 0,2/20 (g/mL), avec la valeur 16,86 mg EAG/g MS.
Tandis que la plus faible teneur a été obtenue dans l'extrait préparé par le
rapport 0,8/20 (g/mL) avec une valeur de 10,74 mg EAG/g Ms.
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Figure 13 : Effet du rapport solide/liquide sur la teneur en composes phénoliques de Salvia

chudaei.
(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

L’augmentation du rapport solide/liquide a un effet négatif sur I’extraction. En effet, le
rapport solide/liquide 0,2/20 (g/mL) est celui qui a permis d’extraire le meilleur taux en
composés phénoliques. Au-dela de ce rapport, les taux ont présenté une diminution

significative.

Pradal (2016), a rapporté que pour obtenir une extraction efficace, il est nécessaire
que le solvant pénétre la matrice solide pour atteindre les solutés. Ainsi, il est essentiel que le



volume du solvant soit adéquat pour faciliter le transfert du soluté vers le solvant. Afin de

prévenir le phénoméne d'encombrement stérique.
e Activité « scavenger » du radical DPPH

Dans la présente étude, le meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH) de Salvia chudaei
a été trouvé dans l'extrait obtenu par le rapport 0,2/20 (g/mL), avec la valeur de 0,88
mg EAG/g MS. Tandis que la plus faible activité a été obtenue par l'extrait obtenu par le
rapport 0,8/20 (g/mL) avec une valeur de 0,27 mg EAG/g MS (Figure 14).
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Figure 14 : Effet du rapport solide/liquide sur I’activité « scavenger » du radical DPPH de

Salvia chudaei.
(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Selon Benchikh et Louaileche, (2014), la meilleure capacité anti-radicalaire a été
obtenue avec le faible rapport solide/liquide. L’étude menée par Fu et al. (2016) ont rapporté
que la diminution de I’activité anti-radicalaire de DPPH peut s’expliquer par la diminution de
la teneur en composés phénoliques et en flavonoides. Ce qui est en accord avec les résultats

de ce travail.
I1.2. Application du plan d’expérience

En se basant sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque
variable indépendante (concentration du solvant (X1), temps d’extraction (X2), et le rapport
solide/liquide (X3)) influencant les réponses étudiées (teneur en polyphénols et le test
d’inhibition du DPPH) ont été introduits dans le logiciel JMP10 en utilisant le plan Box-
Behnken.



Les résultats de la détermination des teneurs en polyphénols totaux et de I’activité

anti-radicalaire (DPPH) obtenus avec les différentes conditions expérimentales, a partir des 15

essais proposés par le plan Box-Behnken, sont illustrés dans le tableau V.

Tableau V : Valeurs expérimentales et prédites des teneurs en composés phénoliques (TCP)

et de I’activité DPPH de Salvia chudaei obtenues avec le plan Box-Behnken.

Solvant Durée Rapport

Valeurs réelles

Valeurs prédites

(%)  (min) S/L

X1 X2 X3 TCP(mg DPPH (mg TCP (mg DPPH (mg

EAG/g MS) EAA/gMS)  EAG/gMS)  EAA/g MS)
1 70 60 04 10,59 +0,85 0,54+0,0005 10,67 0,53
2 50 120 0,25 5,69+0,44  0,78+0,0049 6,04 0,78
3 90 90 04 10,1+241  0,54+0,0028 10,37 0,55
4 50 60 0,25 8,241+1,24 0,80+0,0078 8,14 0,80
5 90 60 0,25 13,86+0,12 0,81+0,0007 13,50 0,81
6 70 90 0,25 16,25+0,33 0,86+0,0302 15,98 0,86
7 70 120 0,1 15,14+0,35 2,03+0,0031 15,06 2,04
8 90 120 0,25 10,50+0,78 0,83+0,0016 10,61 0,82
9 90 90 0,1 18,75+0,80 2,05+0,0013 18,73 2,04
10 70 60 0,1 18,62+0,50 2,05+0,0034 19,00 2,05
11 50 90 0,1 12,56+0,15 2,05+0,0042 12,29 2,04
12 70 120 0,4 9,99+0,63  0,53+0,0036 9,61 0,53
13 70 90 0,25 15,77+0,33 0,86+0,0302 15,98 0,86
14 50 90 0,4 6,84+0,29  0,50+0,0025 6,87 0,50
15 70 90 0,25 15,93+0,33 0,85+0,0302 15,98 0,86

Les résultats de la présente étude montrent que les teneurs en composé phénoliques et

I’activité anti-radicalaire (DPPH) ont été affectées par les différents parametres testés. Les

teneurs en composés phénolique trouvées sont de 5,69 a 18,75 mg EAG/g MS. Concernant

’activité anti-radicalaire (DPPH), les valeurs obtenues varient entre 0,50 et 2,05 mg EAA/g

MS.
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11.2.1. Modéle mathématique

Les modeles mathématiques du plan Box-Behnken appropriés a la teneur en composés
phénoliques totaux (CPT) et a I’activité anti-radicalaire (DPPH), relatives aux 15 essais sont

représentées respectivement par les équations (1.1) (1.2).
e Composés phénoliques totaux (CPT)

Y CPT= 159841+ 2,4841X1- 12491X2- 3,4453X3X1- 0,2006X2X1-0,7355X3X2+
0,7203X3X1- 3,9676X1X2- 2,4455X2X3+ 0,0462X3 ..o, (Equation 1.1).

e Activité anti-radicalaire (DPPH)

Y DPPH= 0,8566+ 0,0125X1 -0,0028X2 -0,7583X3X1+ 0,0066X2X1+ 0,0102X3X2+
0,0030X3X1- 0,0294X1X2- 0,0232X2X3+ 0,4560X3 ......... (Equation 1.2).

11.2.2. Effet des facteurs

Les résultats de 1’analyse ont montré que les parametres testés ont présenté différents
effets sur les teneurs en composés phénoliques et I’activité anti-radicalaire (DPPH) (Tableau
V).

Tableau VI : Coefficients de régression estimés du modéle polynomial de second degré.

Composes phénoliques Activité anti-radicalaire (DPPH)
Source Estimation Prob> F Estimation Prob> F
Constante 15,9841 < 0,0001* 0,8566 < 0,0001*
Linéaire
Solvant % : X1 2,4841 < 0,0001* 0,0125 0,0126*
Durée : X2 -1,2491 0,003* -0,0028 0,4293
S/L : X3 -3,4453 < 0,0001* -0,7583 < 0,0001*
Quadratique
X1* X1 -3,9676 < 0,0001* -0,0294 0,0017*
X2* X2 -2,4455 < 0,0001* -0,0232 0,0049*
X3* X3 0,0462 0,8366 0,4560 < 0,0001*
Interaction
X1* X2 -0,2006 0,3710 0,0066 0,2136
X1* X3 -0,7355 0,0155* 0,0102 0,0795
X2* X3 0,7203 0,0168* 0,0030 0,5463
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v’ Effet linéaire

- CPT: Cette étude a révélé que la concentration du solvant (X1) et le rapport
solide/liquide (X3) ont influencé d’une maniére hautement significative 1’extraction
des composeés phénoliques de Salvia chudaei avec une probabilité P<0,0001. Tandis
que la durée d’extraction (X2) a influencé d’une manieére trés significative avec une
probabilité P=0,003.

- DPPH: Le paramétre du rapport solide/liquide a une influence hautement
significative (P<0,0001) sur I’activité anti-radicalaire (DPPH), alors que le parametre
de la concentration du solvant (X1) a une influence significative (P=0,0126).

v' Effet quadratique

- CPT : Les deux effets quadratiques (X1*X1) et (X2*X2) ont des effets hautement
significatifs sur ’extraction des composés phénoliques de Salvia chudaei avec une
valeur de P<0,0001.

- DPPH : Les effets quadratiques constatés dans cette étude sont tous significatifs sur
’activité anti-radicalaire (DPPH) de Salvia chudaei. Le rapport solide/liquide (X3) a
un effet hautement significatif avec une probabilit¢é P<0,0001, tandis que la
concentration du solvant (X1) et la durée d’extraction (X2) ont des effets tres

significatifs avec des probabilités P=0,0017 et P=0,0049, respectivement.
v'  Effet d’interaction

- CPT: Les deux effets d’interactions (X1*X3) et (X2*X3) ont influencé d’une
maniere significative sur I’extraction des composés phénoliques avec des probabilités
P=0,0155 et P=0,0168, respectivement.

- DPPH : Cette étude a révélé que toutes les interactions (X1*X3), (X2*X3) et
(X1*X2) ne sont pas significatives sur ’activité anti-radicalaire (DPPH) de Salvia

chudaei.

v Analyse de la surface de réponse (ASR)

e Composes phénoliques totaux

Pour fournir une meilleure compréhension de l'interaction entre les facteurs, le
diagramme de surface de réponse 3D sur la teneur en CP a été construit (Figure 15) a l'aide

de I'équation (I.1). Les graphiques ont été genérés en tragant la réponse en utilisant l'axe z
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contre deux variables indépendantes, tout en gardant l'autre variable indépendante & un niveau

fixé.

(@) (b)

i/

Figure 15 : Surface de réponse pour les différentes interactions sur la teneur en composés
phénoliques de Salvia chudaei.

(&) : solvant(%)/durée(min); (b) : solvant(%)/rapport S/L(g/mL) ; (c) : durée(min) /rapport S/L(g/mL).

Les résultats de Il'interaction du la concentration du solvant avec la durée d’extraction
montrent que la teneur en composes phénoliques augmente avec lI'augmentation de la durée
d'extraction (de 60 & 100 min) et la concentration du solvant (de 50 & 90 %), puis elle diminue



en prolongeant la durée en dessus des 110 min et en augmentant la concentration au-dela du
90 % (Figure 15(a)). Cela pourrait étre due a la perte des polyphénols par oxydation qui
provoque la polymérisation des polyphénols en composeés insolubles (Naczk et al., 2006 ;
Chirinos et al., 2007).

Les résultats de I’interaction rapport solide/liquide avec la concentration du solvant
montrent que les teneurs en composes phénoliques de Salvia chudaei augmentent avec
l'augmentation de la concentration du solvant (jusqu'a 80%) et avec la diminution de
rapport S/L jusqu’a atteindre 0,1/20 (g/mL), puis elles diminuent en augmentant la
concentration du solvant au-dela du 90 % (Figure 15(b)). Selon Sahin et Samli, (2013), ’ecau
agit comme agent de gonflement des plantes, tandis que 1’acétone perturbe la liaison entre le

soluté et la plante matrice, ce qui peut modifier les récupérations en composes phénoliques.

Les données de I’interaction de la durée avec le rapport solide/liquide sur la teneur en
composés phénoliques ont révélé que I’augmentation de la durée d’extraction de 60 a 100min
avec la diminution du rapport S/L améliorent le rendement d'extraction des

composes phénoliques (Figure 15(c)).

Ces resultats indiquent que la teneur en composés phénoliques augmente
significativement en diminuant le rapport solide/liquide pour toutes les concentrations du
solvant et les durées d’extraction testées. Ces résultats pourraient s’expliquer par la forte
diffusion du solvant d’extraction entre les particules de la poudre en raison de 1’absence de
sursaturation de la matiere vegétale en utilisant des importants volumes. En pénétrant plus
profondément dans la matrice solide, le solvant peut entrer au contact avec une quantité plus

grande de soluté, favorisant ainsi la libération des composes phénoliques.

La teneur en composes bioactifs augmente avec le volume du solvant d'extraction, car
les composés phénoliques sont plus facilement solubles dans les volumes les plus élevés que
dans les volumes les plus faibles (Silva et al., 2007). Ces résultats sont compatibles avec le
principe du transfert de la matiére, ou la force de transmission durant ce transfert est le
gradient de la concentration de soluté entre le solide et le liquide, cette force devient

importante lorsque le rapport solide/liquide utilisé est plus faible (Al-Farsi and Lee, 2008).
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e Activité anti-radicalaire (DPPH)

Pour fournir une meilleure compréhension de linteraction entre les facteurs, le
diagramme de surface de réponse 3D sur I’activité anti-radicalaire DPPH a été construit
(Figure 16) a l'aide de I'équation (1.2).

Les résultats des différentes interactions exercées sur 1’activité anti-radicalaire testée

sont tracés et présentées sur la figure 16.
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Figure 16 : Surface de réponse pour les différentes interactions sur ’activité anti-radicalaire
(DPPH) de Salvia chudaei.

(@) : solvant(%)/durée(min); (b) : solvant(%)/rapport S/L(g/mL) ; (c) : durée(min) /rapport S/L(g/mL).



Les résultants illustrés dans la figure 16(a) montrent que I’activité anti-radicalaire
(DPPH) augmente en augmentant la concentration du solvant de 50 a 90 % et la durée
d’extraction de 60 a 100 min, puis elle diminue en dépassant la concentration du solvant 90 %

et en prolongeant la durée en dessus de 110 min.

Les résultats de la figure 16(b) révéelent que I’activité antioxydants augmente en
diminuant le rapport S/L avec toutes les concentrations du solvant testées.

Concernant I’interaction entre la durée et le rapport solide/liquide, les résultats de la
figure 16(c) montrent que I’activité antioxydants augmente significativement avec la

diminution du rapport solide/liquide pour toutes les durées d’extraction étudiées.

Ces données ont montré que les teneurs en composés phénoliques et I’activité anti-
radicalaire testée dans ce travail ont été affectées significativement par le rapport

solide/liquide d’extraction appliqué. Ces résultats sont en accords avec ceux de Kankara et

al. (2014) ; Chaalal et al. (2012).
11.2.3. Validation du model

Les résultats de I’effet des facteurs d’extraction sur la teneur en composes phénoliques
et ’activité anti-radicalaire (DPPH) de Salvia chudaei sont représentes par les coefficients de
régression dans les tableaux (X et Y) respectivement.

e Composés phenoliques

L’efficacité¢ d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de régression R?
(Chan et al.,, 2009). Les résultats de I’analyse de la variance pour l’effet des facteurs
d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques indiquent que le modele choisi est
hautement significative (P<0,0001), avec un coefficient de régression R2 de 0,996, une valeur
de R? ajustée de 0,99 et une probabilité de défaut d’ajustement qui n’est pas significative
(P=0,2046). Ces données indiquent que le modéle des composés phénoliques a une forte

puissance d’explication des résultats expérimentaux.
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Tableau VII : Analyse de la variance pour ’effet des facteurs sur les teneurs en composés

phénoliques.

Source Degrés de Somme Carré des Rapport F Prob> F
liberté des carrés moyennes

Modeéle 9 237,29243 26,3658 158,0362 <0,0001*

Défaut d’ajustement 3 0,71612449 0,238708 4,0443 0,2046

Erreur pure 2 0,11804587 0,059023

Erreur total 5) 0,83417036

Total corriger 14 238,12660

R2 0,996497

R2 Ajusté 0,990191

RMSE 0,408453

e Activité anti-radicalaire (DPPH)

Dans la présente étude, la valeur de R2 est 0,9999, la valeur de R2 ajusté est 0,9997 et

une probabilité de défaut d’ajustement qui n’est pas significative (P=0,1927). Cela indique

que le modéle choisi pour I’effet des facteurs sur ’activité antioxydants des extraits issus par

macération a une forte puissance d’explication des résultats expérimentaux (P<0,0001).

Tableau VII1 : Analyse de la variance pour I’effet des facteurs sur ’activité anti-radicalaire

(DPPH).
Source Degrés de Somme Carré des Rapport F Prob> F
liberté des carrés moyennes
Modele 9 5,3955005 0,599500 6980,815 <0,0001*
Défaut d’ajustement 3 0,00037229 0,000029 4,3462 0,1927
Erreur pure 2 0,00005711 0,000029
Erreur total 5 0,00042939
Total corriger 14 5,3959299
R2 0,99992
R2 Ajusté 0,999777
RMSE 0,009267

En résume, le facteur le plus important dans I’extraction par macération est le rapport

solide/liquide avec des effets hautement significatifs sur les deux réponses.
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La concentration du solvant a une influence linéaire et quadratique hautement
significative sur la teneur en composés phénoliques et significative sur I’activité anti-
radicalaire (DPPH). Selon Rebey et al. (2016), la polarit¢ du solvant est un facteur
fondamental dans 1’extraction des composés phénoliques. Ce qui est en accords avec les
résultats trouves.

La durée d'extraction a un effet quadratique significatif a la fois sur la teneur en
composés phénoliques et sur l'activité anti-radicalaire. Cependant, elle a un effet linéaire

significatif uniquement sur la teneur en composés phénoliques.

Seules les interactions entre la concentration de solvant et le rapport S/L, ainsi que la
durée dextraction et le rapport S/L qui sont significatives sur la teneur en composés
phénoliques.

11.3. Conditions optimales

Les conditions optimales de I’extraction des CPT et de la détermination de I’activité
anti-radicalaire DPPH ont été obtenues en utilisent les équations de régression de la
méthodologie de surface de réponse. La figure 17 montre le profileur de prédiction pour les
conditions optimales obtenues par le modéle Box-Behnken.
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Figure 17 : Profileur de prédiction pour les conditions optimales obtenues par la méthode de
macération.
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Les conditions optimales et les valeurs réelles et prédites sont présentées dans le tableau
N° IX.

Tableau IX : Conditions optimales et résultats prédites et expérimentaux des teneurs en CP et
de I’activité DPPH obtenus par maceération.

Solvant  Durée S/L Valeurs réelles Valeurs prédites Valeurs réelles  Valeurs prédites
(%) X1 (min) (g/ml) TCP TCP DPPH DPPH
X2 X3 (mgEAG (mgEAG (mgEAA (mgeEAA
/g MS) /g MS) /g MS) /g MS)

75 80 0,1/20 19,81+0.303 20,43 2,06+0.005 2,07

La presente étude montre que les valeurs optimales en CP et en activité anti-radicalaire
(DPPH) sont obtenues par les conditions suivantes: une concentration du solvant de
75%, une durée d’extraction de 80min et un rapport S/L de 0,1/20 g/mL. En effet, cette étude
a montré que les teneurs predites et celles obtenues par expérimentation ne présentent pas de
différence significative en ce qui concerne le teneur sen composes phénoliques et I’activité

anti-radicalaire (DPPH). Ce qui confirme la validité du plan d’expérience utilisé.

L’extrait qui a donné la valeur optimale en composés phénoliques et I’activité anti-
radicalaire (DPPH) la plus éelevé a eté utilisé pour déterminer la teneur en flavonoide (TF),
I’activité « scavenger » du radical ABTS, le pouvoir réducteur du fer et le pouvoir chélateur

du fer. Les résultats obtenus sont exprimes dans le tableau N° X.

Tableau X : Récapitulative des teneurs en composés phénoliques (CP) et en flavonoide (TF)

et des activités antioxydants de I’extrait obtenu avec les conditions optimales.

CP TF PR PC Ferrozine DPPH ABTS
mg EAG/g | mgEQ/g | mg EAA/g % IC 50 % IC50 % IC50
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
19,81+0.30| 0,45+0,01 | 20,86+0,69 |34,54+0,05| 6,80 |[90,60+0,21| 1,68 |43 ,45+0.26 11,07
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Les résultats obtenus indiquent que I’extrait obtenu avec les conditions optimales a
une teneur en composés phénoliques de 19,81 mg EAG/g en flavonoides de 0,45 mg EQ/g. En

ce qui concerne le pouvoir reducteur du fer, cet extrait une valeur de 20,86 mg EAA/g.

L’analyse des pourcentages des activités antioxydants exercée par ’extrait étudié, a
révélé que la plus importante activité testée est 1’activité « scavenger » du radical DPPH avec
un pourcentage de 90,60% suivie par celle du radical ABTS avec un pourcentage de 43.45%.
Tandis que la plus faible activité est I’activité chélatrice du fer avec un pourcentage de

34.54%.

Les résultats des 1C50 indiquent le plus faible IC50 est celui de ’activité DPPH avec
une valeur de 1,68 mg/mL, suivi par celui de I’activité chélatrice du fer avec une valeur de
6,80 mg/mL, alors que le plus élevé IC50 a été trouvé dans I’ABTS avec une valeur de 11.07
mg/mL. Ces résultats indiquent que I’extrait obtenu est plus efficace sur le radical DPPH que

sur le radical ABTS et le fer.
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Conclusion

Cette étude a été consacrée a la détermination de I’effet de quelques paramétres
d’extraction sur la teneur en composés phénoliques et D’activité antioxydants du salvia

chudaei, ainsi que leur optimisation en utilisant le mod¢le de plan d’expérience Box-Behnken.

Le plan Box-Behnken a ¢été mis en place pour étudier I’effet de trois variables
indépendantes, a savoir : la concentration du solvant (%), le temps (min) et le rapport
solide/liquide (g/mL), sur I’extraction des composés phénoliques totaux. Une étude

préliminaire a été réalisée afin de définir les niveaux hauts et bas pour chaque facteur.

Les résultats de I’étude préliminaire révelent que I’acétone 70 %, la durée 90 min, le
rapport 0,2/20 (g/mL), sont les meilleurs paramétres pour I’extraction des composés

phénoliques totaux de Salvia chudaei.

L’utilisation du plan Box-Behnken a permis d’identifier les meilleures conditions
d’extraction, qui sont ; une durée de 80 min, une concentration du solvant de 75% et un
rapport S/L de 0,1/20 g/mL.

Les résultats obtenus indiquent que I’extrait obtenu avec les conditions optimales a

une teneur en composés phenoliques de 19,81 mg EAG/g et en flavonoides de 0,45 mg EQ/qg.

L’analyse des activités antioxydants exercées par I’extrait étudié, a révélé que la plus
importante activité testée est I’activité « scavenger » du radical DPPH suivie par celle du

radical ABTS. Tandis que la plus faible activité est ’activité chélatrice du fer.

Les résultats des 1C50 indiquent que le plus faible IC50 est celui de I’activité DPPH,
alors que le plus élevé IC50 est celui de I’ABTS suivi par celui de ’activité chélatrice du fer.
Ces résultats indiquent que I’extrait obtenu est plus efficace sur le radical DPPH que sur le

radical ABTS et le fer.

L’ensemble de ces résultats indique que I’extrait de Salvia chudaei obtenu avec les
conditions optimales a la capacité d’exercer une activité anti-radicalaire vis a vis du DPPH et
I’ABTS, une activité réductrice du fer et une activité chélatrice du fer. Ceci indique que

I’extrait étudié a exercé une importante activité antioxydants via plusieurs mécanismes.

Dans le but délargir cette recherche et d'approfondir les travaux déja entrepris,

plusieurs travaux peuvent étre explorées :
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» Etudier d’autres techniques d’extractions telles que I’extraction par micro-
ondes.

> Optimiser d'autres parametres qui affectent le taux d'extraction des composés
phénoliques, tels que ; la température, le pH, la granulométrie de la
poudre...etc.

» Utiliser d’autres plans de la surface de réponse (Plans composites,
Doehlert...).

» Caracteriser des différents composés phénoliques de la plante.
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Résumé

Cette étude a été consacrée a I’optimisation de quelques paramétres d’extraction des composés
phénoliques de salvia chudaei, en utilisant le modéle de plan d’expérience Box-Behnken. Les résultats
de I’étude préliminaire révélent que ’acétone 70 %, la durée 90 min et le rapport 0,2/20 (g/mL), sont
les meilleurs paramétres pour I’extraction des composés phénoliques totaux de Salvia
chudaei. L’application du plan d’expérience Box-Behnken a permis d’obtenir les conditions optimales
suivantes : ’acétone (75%), la durée 80min et le rapport solide/liquide 0,1/20 (g/mL).Ces conditions
ont conduit a un rendement plus élevé en composés phénoliques et en flavonoides. Ces résultats
révélent que I’extrait obtenu avec les conditions optimales a la capacité d’exercer une activité anti-
radicalaire vis a vis du DPPH et ’ABTS, une activité réductrice du fer et une activité chélatrice du fer.
Ceci indique que D’extrait étudié a exercé une importante activité antioxydants via plusieurs
mécanismes.

Mots clé
Salvia chudaei, macération, Box-Behenken, composé phénolique, activité antioxydant.
Abstract

This study was devoted to the optimization of some parameters for the extraction of phenolic
compounds from salvia chudaei, using the Box-Behnken experimental design model. The results of
the preliminary study reveal that acetone 70%, duration 90 min and ratio 0.2/20 (g/mL), are the best
parameters for the extraction of total phenolic compounds from Salvia chudaei. The application of the
Box-Behnken experimental plan made it possible to obtain the following optimal conditions: acetone
(75%), duration 80min and solid/liquid ratio 0.1/20 (g/mL). These conditions led to a higher yield of
phenolic compounds and flavonoids. These results reveal that the extract obtained with the optimal
conditions has the capacity to exert an anti-radical activity with respect to DPPH and ABTS, an iron-
reducing activity and an iron-chelating activity. This indicates that the studied extract exerted
significant antioxidant activity via several mechanisms.

Keywords
Salvia chudaei, maceration, box-behenken, phenolic compound, antioxidant activity.
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