REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE DE SAIDA - Dr MOULAY TAHAR

UNIVERSITY
¢\ of SAIDA

=3 Dr MOULAY TAHAR

FACULTE DES SCIENCES
Département de Chimie

MEMOIRE

Présenté par :
MOSTEFAI Chafika
MANSOURI Fatima Zahra

En vue de [’obtention du
Dipldme de Master en Chimie
Spécialité : Chimie Organique

Theme

Optimisation de 1"extraction de biomolécules a partir de plantes;:
analyse et applications

Soutenu le 01/07/2020, devant le jury composé de :

Président OUICI Houari Boumediene MCA Université de Saida
Encadrant ZAOUI Fatiha MCA Université de Saida
Examinatrice RAMDANI Amina MCA Université de Saida
Co-encadreur ZAOUI Oussama DOCTORANT Université d’Ouargla

Année universitaire 2019/2020



REMERCIMENT

Le présent travail a été effectué au laboratoire de chimie ORGANIQUE a ['université de
Dr. Moulay Tahar Saida.

A travers ce modeste travail, nous tenons a remercier vivement notre encadreuse Mme
ZAOUI FATIHA pour L intéressante documentation qu’elle a mise a notre disposition,
pour ses conseils précieux et pour toutes les commodités et [assistance qu’elle nous a
apportées durant notre étude et réalisation de ce travail.

Un grand merci a Mr Oussama ZAOUI notre Co-encadreur pour nous aidez a mener
bien ce travail.

Nos remerciements les plus vifs s'adressent aussi a Mr le président Mr Houari OVICI et
le membre de jury Mme Amina RAMDANI d avoir accepté d examiner et d’évaluer notre

travail.

Nous exprimons également notre gratitude a tous les enseignants qui ont collaboté a notre

formation depuis notre premier cycle d’étude jusqu’a la fin de notre cursus universitaire.

A tous nos collégues d"université et nos camarades du laboratoire, nous leur sommes

redevable des meilleures moments qu’on a passés ensemble.

Nous terminons en pensant, sans les nommer, d tous ceux_ que nous avons croisé notre

chemin et qui ont contribué a rendre possible notre parcours.



Dédicace

Je dedié ce meémoire :
A mes tres chers parents
Qui sont a I’origine de tous ce que je suis aujourd’hui,

Et qui ont sacrifié leur vie pour moi
A toute la famille « MOSTEFAI »

A mon frére
A mes tres cheres sceurs
A toute mes amies
A tous mes camarades

A mes enseignants

MOSTEFAI CHAFIK &



Dédicace

Je dedié ce meémoire :
A mes tres chers parents
Qui sont a I’origine de tous ce que
je suis aujourd’hui, Et qui ont

sacrifié leur vie pour moi
A toute la famille
«MANSOURI et TENNAH»
A mon frere
A mes trés chéres sceurs
A tous mes amies
A tous mes camarades

A mes enseignants



SOMMAIRE

Introduction générale ... ... ... e L

Chapitre | : Etude bibliographique

1.1 Généralité sur la famille des Fabaceae ... 3
1.2 REAMA FABTAM ...ttt e, 3
1.2.1 Description botanique de rétama raetam.. ...............c.ooiiriiiiiiiiirii i 3
1.2.2 Systématique de Retama raetam .. ..ottt 4
1.2.3 Importances de Retama raetam ...........c.ooiiiiiiiii 4
1.2.4 COMPOSItION CRIMIQUE ...ttt e e e e e 5
1.3 CalyCOtOME SPINOSA ... vutiiee ettt e e e e e e 5
1.3.1 Description botanique de CalyCotome Spinosa ..........cc.ooveuiiriirieiniiiiiieiiiaianeinanns 5
1.3.2 Classification de I’espéce CalyCotome SPINOSA .......oeveuviiriiniinriieetiineaeenieaeeeennnn 6
1.3.3 Utilisation de la plante .........oooiiiii e 6
-INtérét pharmacologique ... ..ot 6
1.3.4 COoMPOSItION CRIMIQUE .. oot e e e 6
1.4 MEtabolite Primaire .........coiiiii i e 7
1.5 Les métaboliteS SECONTAITES ... ...iuiirii i e 7
1.5.1 Les huiles SSENtIElIES ......o.oeieii e, 7
1.5.2 LeS AICAIOTURS ... .ottt 7
1.5.2.1CIASSITICAIION ...t e e 8
1.5.2.2 Propriétés pharmacologique des alcaloides .............ccoovviiiiiiiiiiiiiieeeeea 8
1.5.3 LeS POIYPNENOIS ... 9
1.5.3.1Biosynthése des polyphénols ..o 9
1.5.3.2.Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes ........................... 9
1.5.3.3Classification des polyphénols ............ocoeiuiiiiiiiii e 10
2)- ACIAES PRENOLIGUES ... vttt e e 10
D)- FIAVONOTAES .. .ot 11
) TN it 12
)= LS SAPONINES ...ttt ettt e et 12

1.6 Les différentes méthodes d’eXtraction .......oo.eeeeiiiie ettt e e, 12



8.0 PeICO At ON ..ottt e 12

18,2 INTUSION .o 13
1.6.3 DECOCLION ...\ttt e e e e e 13
O Y ot - £ o] o 13
1.6.5 DIgESTION .ot 13
1.6.6 L'hydro-distillation ... ... 13
1.6.7 EXTraction @ reflUX .. ...oeieinii e e 14
1.6.8 EXraction au SOXNIEL ......eiiii e 14
1.6.9 Extraction assistée par MICro-0NAES ..........c.iieiniiniit i e, 14

1.6.9.1 Mécanisme d’extraction par micro-ONAeS ............c.coevriiriiiiieerierireneennieneernnennnn 14

1.7 ACLIVItE antioXydante ...t s 14
1.7.1 LesradicauX lIDIes ........ooitiiiiiii i e e e e 14
1.7.2 Stress OXydatif ... ... 14
L.7.3 ANTIOXYUANTS ...ttt e e e 14
1.7.4 Pouvoir anti radicalaire par la méthode du DPPH ................ooiiiiiiiiii, 16

1.7.5 Le pouvoir réducteur de fer/antioxydant FRAP ...............coiiiiiiiiiiiiiieeiiien 16
Références bibliographiques

Chapitre Il : partie expérimentale

0T 1 Tox ) o 24
11.1 Matériel végétal et EChantillonles ...................coviiiuiiiii e, 24
11.1.1Collecte de I’échantillon de Retama Retam ..., 24
11.1.1.1Présentation du Site de réCOIte. .. ... ...oviei i e 24
I.1.2Collecte de I’échantillon Calycotome SPIN0SA... ... ......ccoeiiee it iee et e et 25
1.1.2.1Présentation du Site de FECOILE ........ovirieiit e 25
11.1.3 Préparation des €Chantillons .............ccooivririiiirinii i e, 26
11.2 Screening phytoChimiqQUE ..........oiuiniiniiii e 27
I1.2.1Caractérisation des composés PhENOIIQUES ...........ooviniiriiii e, 27
I1.2.1.1Caractérisation des FIavonoides ...........c.cooviiiiiniiiiii e 27
11.2.1.2Caractérisation des taning ...........cooeiriiiiit i 28
11.2.2Caractérisation des alcaloides ...........c.ouiiieiiii 28
11.2.2.1Extraction par solvant organique apolaire et 1’analyse phytochimique ..................... 28

11.3 Extraction des huiles €SSentielles .....oooiiiiiiii 28



HLAEXtraction des alCaloTaES ......ooooireir e e, 29

11.4.1Extraction des alcaloides totaux ( fIXES) ........coeiieiiriiiii e, 29
11.4.1.1 Extraction par les solvants organiques apolaires en milieu alcalin (Stas-Otto) .......... 29
11.4.1.2 Extraction par I’alcool acide ...........ccoiiiit it e, 30
11.4.2 Extraction des alcaloides volatiles ..............ccooiiiiiiii e 33
11.5 Extraction des composes PhENOLIQUE ..........ovririniiriii e 35

11.5.1 Extraction des composes phénolique par macération .................ccoceoeviivininiiinnn.35

11.5.2 Extraction des composes phénolique par soxhlet .................ocoiiiiiiiiiiiiiininin.. 36
11.5.3 Extraction assisté par MICrO-0N0ES ..........oiuiiriirit it 36
11.6 Extraction des flaVOnOTdesS ..........ouinieii s 37
11.6.1Affrontement par I’éther de petrole ..........cooiiiiiiiiiiii e, 37
11.6.2 Affrontement par chloroforme ..., 38
11.6.3. Affrontement par I’acétate d’€thyle ......... ..., 38
11.6.4.Affrontement par le n-butanol ........ ..., 39
1.7 Dosage de pOlYPhENOIS ..o 43
1.8 Dosage de flavonOides ..........c.oiiniii i, 44
11,9 ACLIVITE antiOXYdante ... e 45
11.9.1 Activité de piégeage des radicaux libres DPPH ... e, 45
11.9.2 Test de la réduction de fer FARP ... 46
11.10 Optimisation des conditions d’extraction par la méthodologie de surface de réponse ......48
11.10.1 Etudes Préliminaires ..........o.oueeririniitiiie e e 48
11.10.1.1 ChoixX du SOIVANT ... . e 48
11.10.1.2 Concentration de SOIVANT ..ot 48
11.10.1.3Temps d @XtraCtiON ......eutineinttit ettt ettt et 48
10014 LA PUISSANCE ..v.tintt ittt et e e et e et e et et e et e e e e e aaas 48
11.10.1.5 Ratio SOIAe/IQUITE ..ot e e e e e e 49
11.10.2 Construction du Plan ..o e 49

Références bibliographiques

Chapitre 111 : Résultats et discussions

INErOAUCTION ... e 53
I11.1Screening phytoChIMIQUE ......o.iieiei e e e e 53
I11.2Extraction des huiles essentielles ... 55



HHL.3EXIraction des alCaloides . ...oonnnnee e e 55

THE3.1 AICAIOTARS FIXES .ot e, 55
111.3.1.1 Aspect des extraitS DrUteS ..........oouiiiiii i e 55
111.3.1.2Rendement d’extraction des alcaloides .............cooiviiiniiieiiiii i 56
11 .4 Extraction des polyphenols ... ... 56
11 4. 1ASpect des extraitS DrULES ........c.oieieii e, 56
111 .4.2Rendement d’extraction des composés phénoliques .............cooeviiiiiiiiiiiiiiinninn.n 57
11 .5Extraction spécifique aux flavonoides ... 58
111 .5.1Rendement d’extraction des flavonoides par affrontement de solvants ................... 58
111.6 Dosage de polyphénols ... 59
HHL7ACLIVITE anti OXYante ... e 60
111.7.1 Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH) ...........ccoooiiiiiiiiiiiiiieea, 60
111.7.1 Test de la réduction du fer FRAP ... 61
111.8 Optimisation des conditions d’extraction par la méthodologie de surfaces ................... 62

des réponses

111.8.1 La plante Retama Raetam ...........cooiiiiiiiii e e 62
HHL.8.1.1Tests Préliminaires ........oiiniiii i e e 62
111.8.1.2. La méthodologie de surface de réPONSES ..........c.oviuiiiriiieii e, 63
111.8.1.2.1 Construction du plan expérimental ..., 63
111.8.1.2.2 Construction du plan d’expérience Plan d’expérience BBD .................coeeeeinns 64
111.8.1.2.3 Analyse des rESUITALS ..........cviririniit i e 65
111.8.1.2.3.1 Analyse de la variance (ANOVA) ...t 65
111.8.1.2.3.2 Coefficient de détermination R2 ...........ccooiiiiiiiiiiiii e 65
111.8.1.2.3.2 Effets des faCteUrs .......oiiirii e, 66
111.8.1.2.4 Modele mathematiQUue ..........oeiniiriiii e 68
111.8.1.2.5C0oNditioNs OPtIMAIES. ... .oete e 69
111.8.2 La plante Calycotome SPiN0Sa ............ccoutiieieriiiie iee et e ee et e et e e een e e 20000, 09
T11.8.2.1TesSts PréliminaireS ......ouieieiie ittt 69
111.8.2.2 La méthodologie de surface de réponses ............ccooiiiiriiiiiiiiii e, 70
111.8.2.2.1Construction du plan expérimental ..., 70
111.8.2.2.2Construction du plan d’expérience Plan d’expérience Box- Behenken ................ 71

111.8.2.2.3Analyse des reSUIALS. .........ouititii e 72



111.8.2.2.3.1Analyse de la variance (ANOVA) ..., 72

111.8.2.2.3.2Coefficient de détermination R2 .............ccoiiiiiiiiiiiii e, 72
111.8.2.2.3.2 Effets des faCteUrS ..o e 73
111.8.2.2.4 Modeéle mathématiqUe ............cooiiriiiiiii e, 76
111.8.2.2.5 Conditions OptiMales ..........oiiiriii e 76

Références bibliographiques
(0101161 11 S o) s E RSP 78

Résumé



DPPH :
FRAP :

EtOH :
EAM :
TPC:
Abs :
MSR :
ANOVA:
BBD:

EC50 (IC50) :

R2
TCA
ED
TF
%:
ERO

LISTE DES ABREVIATIONS

2,2-diphényl-1-pycril-hydrazyl
Capacités réductrices ferriques d’antioxydants

(Ferric reducing/antioxidant power)
éthanol

Extraction assisté par micro-ondes
Teneur en Composes Phénoliques
Absorbance.

Méthode de Surface de Réponse.
Analyse de la variance

Box-Behnken Design

Concentration inhibitrice a 50 %
Coefficient de détermination

Acide trichloro-acétique

Eau distillée

Teneur de flavonoides

Pourcentage

Espéces réactives de I’oxygene ou oxygénées



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1.1 :Les principales classes de composés phénoliques dans les plant ..................
Tableau Il. 1 : Les données climatiques de la région de boussemghoun.........................
Tableau 1.2 : Données climatiques de la région d'El1 Kheiter......................ocoeeiinnnn..
Tableau 11.3 :photos de la différente partie de la plante retama raetam .......................... ...
Tableau 11.4 : photos des différentes partie de la plante calycotome spinosa .....................

Tableau I1.5 : Les différentes combinaisons effectuées pour 1’optimisation des conditions

d’extraction de la plante retama raetam et Calycotome Spin0sa ..............ccceoveeiee e e viveiiennnn,

Tableau 111.1: Résultats de screening phytochimique pour les plantes étudiées ..............

Tableau 111.2: Résultats de screening phytochimique de caractérisation des alcaloides de

REIAMA RAEBTAM ... oot et et oot et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Tableau I11.3: Résultats de screening phytochimique de caractérisation des alcaloides de

CalyCOtOME SPINOSA ... ..eveiie e et et e et et e et e een et e e et e ee s e een et e e et e e een s s
Tableau I11.4 : aspect des extraits brutes d’alcaloides ..............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiininn..
Tableau I11.5 : rendement d extraction des alcaloides ..............coovviiiiiiiiiiiiiiinnnn.s.

Tableau 111.6 : aspect des extrait ethanolique .............ccoooiiiiiiii i,

Tableau 111.7 : rendement d’extraction des composés phénoliques par

differentes MEtNOTES .......meiii e

Tableau I11.8 : rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents

solvants de Retama Raetam .......coooeoee oot oo et oo e oo e e e e e e e

Tableau I11.9 : rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents

solvants de Calycotome SpIN0Sa ...........c.coeveiniiniiiiiiiiiiiiiiannns
Tableau 111.10 :teneur de composes phénoliques par différentes méthodes ...................
Tableau 111.11: IC50 de réduction du DPPH par les extraits ..............ccccoveviiniiiinnnn...
Tableau 111.12: EC50 de réduction du fer par les extraitS ..............cccoeviiiiiiiiiininann...
Tableau 111.13 :Résultats des analyses préliminaires pour MAE ...,

Tableau 111.14 :Les valeurs codées et les valeurs réelles correspondantes

59



des parametres d'optimisation utilisé dans I'analyse de la surface de réponse ...67
Tableau 111.15 :Plan d’expérience Box- Behenken pour I’optimisation des conditions
d’extraction de la plante Retama Raetam ...............ccooii it it et e e e e e e e e ann, OF
Tableau 111.16 :Analyse de la variance pour I’effet des facteur sur le rendement
(4 S 4 - 1015 (o) o N 68
Tableau 111.17 :Résultats des analyses préliminaires pour MAE ...............cooiiiiiiiiini, 73
Tableau 111.18 : Les valeurs codées et les valeurs réelles correspondantes
des parametres d'optimisation utilisé dans I'analyse de la surface de réponse ...74
Tableau 111.19 :Matrice du modele de BBD et les valeurs expérimentales et
prédites du plan d’eXperiences ...........ccevviiiiiiiiiiieiiiiiiiiaiannnn. 74
Tableau 111.20 :Analyse de la variance pour I’effet des facteurs sur le rendement

O (1 ¢: 1015 (o) s BN 76



LISTE DES FIGURES

Figure L1 : Retama raBtam .........o.oiiitit it e 4
Figure 1.2 : CalyCOtOmE SPINOSA ......ciieeintitt ittt et 6
Figure 1.3 :Structure du noyau phénol ....... ... 9
Figure 1.4 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (a)
et Structure chimique des acides hydroxycinnamiques (b) .......................... 10
Figure 1.5 : Structure de base des flavonoides ................cocooiiiiiiiiiiii i1l
Figure 1.6 : Les principales classes de flavonoides .............coooiiiiiiiiniiieeeee 11
Figure 1.7 : Structure chimique destaning ............cooiiiiiiiii e 12
Figure 11.1: Site d'échantillonnage ............coooiiiiiii e, 24
Figure 11.2: Localisation de la commune boussemghoun ..., 24
Figure 11.3 : Site d'échantillonnage ............coooiiiiiiiiii e 25
Figure 11.4 : photo Montage hydro-distillation ..., 29
Figure I1. 5 : montage de hydro-distillation pour I’extraction spécifique
des alcaloides Volatiles ....... ..o 33
Figure I1. 6 : photo montage de Macération ..............cccoiiiiiiiiiiiiiiee e 35
Figure 11.7 :photo de montage d’extraction avec soxhlet ..................cceoiiiiiiiiiiiiiiennn. 36
Figure I1. 8 : photo de montage d’éxtraction assitée par micro-ondes ..................coooeenee. 37
Figure 11.9 : photo de préparation la courbe étalonnage ..............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiienns 43
Figure 11.10 : photo montre la préparation du courbe étalonnage ...............ccooevivviiininn... 45
Figure 11.11 : photo de I’échantillon avant et aprés incubation .....................ccccvcerernenne. 46
Figure 11.12 : les différentes étapes de I’activité antioxydante FRAP .............c.cccoiinenn 47
Figure 111.1 : rendement d’extraction des composés phénoliques par différentes ................. 58
méthodes

Figure 111.2 : rendement d’extraction Spécifique au flavonoides par différente

méthode de la plante Retama Raetam.............cocoooeiei it ee it et e e,

59



Figure 111.3 : rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents solvants .......60

Figure 111.4 : courbe étalonnage pour estimation du teneur de polyphénols ..................... 61
Figure 111.5 : teneur de composes phénoliques par différentes méthodes ......................... 62
Figure 111.6: Variation du pourcentage d'inhibition en fonction ......................ceiinl. 63

de la concentration en extrait

Figure 111.7 : IC50 de réduction du DPPH par les extraits...............ccoiviiiiiiniiiieiinn, 63
Figure 111.8 :pouvoir réducteur en fonction de concentration des extraits de plantes ............. 64
Figure 111.9 :EC50 de réduction du fer par les extraits ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 64
Figure 111.10 : Graphiques des valeurs observées en fonction.....................coooviivein.n 68

des valeurs prévues pour le rendement d’extraction

Figure 111.11 : Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses 3D et 2D des

interactions (A): Temps/EtOH%, (B): Puissance/EtOH%, (C):Ratio (L/S)/EtOH%................... 70

Figure 111.12: Représentation spatiale des modéles de surfaces de réponses 3D et 2D des
interactions (D): Puissance/Temps, (E): Ratio (L/S)/Temps, (F):Ratio (L/S)/Puissance .......... 71
Figure 111.13 : les conditions expérimentales optimales de la plante retama raetam ............. 72

Figure 111.14 :Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le
rendemeEnt A eXtTACTION. . ... . ettt ettt ettt e e e e e 75

Figure 111.15 :Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses 3D et 2D des

interactions (A): Temps/EtOH%, (B): Puissance/EtOH%, (C):Ratio (L/S)/EtOH%................... 78
Figure 111.16 :Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses 3D et 2D des
interactions (D): Puissance/Temps, (E): Ratio (L/S)/Temps, (F):Ratio (L/S)/Puissance ......... 79

Figure 111.17 : les conditions expérimentales optimales calycotome spinosa ...................... 79



LISTE DES SCHEMAS

Schéma 1.1: Réaction de réduction du DPPH ...............coiiiiiiiiinnn.n.
Schéma 1.2: Réaction de la méthode FRAP .........cooiiiiiiiiiene,
Schéma 11.1 : protocole d'extraction des alcaloides totaux en milieu alcalin
Schéma 1.2 : protocole d'extraction des alcaloides totaux par alcool acide

Schéma 11.3 : protocole d'extraction des alcaloides volatiles ...................c.cooiiiiiiienn,

Schéma 11.4 : protocole d’extraction assiste par micro onde despolyphenols
et flavonoides par affrontement de solvant ......................
Schéma 11.5 : protocole d'extraction des plyphénols et flavonoides
par affrontement de solvant par macération .....................

schéma 11.6 : protocole des plyphénols et flavonoides

par affrontement de solvant par soxhlet .........................
Schéma 11.7 : protocole de dosage des composées phénoliques ..............
Schéma 11.8 : protocole de dosage des flavonoides ..............ccooviiiiiiiiiiniiieeee,

Schéma 1.9 : Protocole de I’optimisation des conditions extraction .........



Introduction

Geéneérale



Introduction générale

Dans les années 90 un nouveau concept est apparu comme solution nouvelle pour une
chimie plus propre et respectueuse pour ’homme et son environnement ,c’est celui de la chimie
verte nommeé aussi chimie durable ou chimie douce qui vient pour but de limiter I’impact négatif
de la chimie noire , comme proposés en 1998 par les chimistes américains Paul T. Anastas et
son frére John C. Warner appartenant a ’'EPA (United States Environmental Protection Agency)
12 principes afin de maitriser le cycle de vie des produits et prévenir les pollutions en source.

Nous notons ci-dessous ces principes : [1]

Prévenir la production de déchets : il vaut mieux produire moins de déchets qu’investir dans
leur élimination.

Economiser les atomes : lors des syntheses, le produit final doit contenir le maximum de
fonctionnalités pour le minimum d’atomes.

Concevoir des syntheses chimiques moins dangereuses : nouveaux procédes utilisant et créant
des substances faiblement toxiques (voire non toxiques) pour les humains et sans conséquence
sur ’environnement.

Concevoir des produits chimiques plus sars : conjuguer efficacité maximale et toxicité
minimale.

Réduire I’utilisation de solvants organiques et d’auxiliaires : choisir des substances
alternatives et peu volatiles.

Améliorer Pefficacité énergétique : minimiser les besoins énergétiques des procédes chimiques
par la mise au point de méthodes de synthese a température et pression ambiantes ou dans
d’autres milieux réactionnels de synthese.

Utiliser des matieres premiéres renouvelables : privilégier les matieres premiéres
renouvelables (non fossiles).

Réduire les produits dériveés : privilégier des voies de synthése qui ne générent pas de co
produits, ceux-ci pouvant notamment générer des déchets.

Utiliser la catalyse :favoriser I’utilisation de catalyseurs permettant a trés faible concentration
d’accélérer les réactions chimiques et de limiter le nombre d’étapes dans les processus

réactionnels.



Concevoir des substances a dégradation finale dans des conditions naturelles : tenir compte
dés leur conception du mode de dégradation finale des produits chimiques.

Mettre au point des méthodes d’analyse en temps réel : permettre une surveillance et un
contrdle en temps réel et en cours de production pour prévenir les pollutions.

Développer une chimie toujours plus sdre : choix de substances moins dangereuses pour

réduire les risques d’accidents chimiques (rejets, explosions et incendies).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: méditerranéenne, saharienne et
paléotropicale, l'identification de cette flore a été décrite par plusieurs botanistes a titre
d'exemple celle de Quézel et Santa (1962-1963), intitulée « la nouvelle flore de I'Algérie et
régions désertiques méridionales ».

Au sahara en enregistre plusieurs especes végétales parmi eux les especes des Fabaceaes,
la famille des Fabacées (ex. Légumineuses) qui est la plus importante famille parmi les
dicotylédones. C'est la famille vegétale qui fournit le plus grand nombre d'especes utiles a
I'homme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou medicinales [2] cette espece est aussi
connue par sa richesse en diverses substances bioactives, tels que les flavonoides sont présents
presque dans toutes les especes, les alcaloides, les tanins .....etc, ces derniers qui sont connue

par le plan biologique .

Dans notre travail, nous avons étudié deux espéces médicinales (Retama Raetam et
Calycotome Spinosa) appartenant a la famille des Fabaceae, dont le but consistera d’abord a
réaliser des extractions et de quantifier les familles des composés chimiques tels que les
polyphénols , flavonoides et alcaloides. Puis une optimisation d’extraction sera réalisée par la
méthodologie de surface de réponse en utilisant le logiciel JMP. Notre manuscrite est subdivisé

en trois chapitres essentiels :

% Chapitre I : consacré a une étude bibliographique sur les plantes appartenant a la famille
Fabaceae et ses métabolites secondaires ainsi que les différentes techniques d’extraction.
%+ Chapitre Il : présente notre partie expérimentale.

¢+ Chapitre I11 : porte sur nos résultats et nos discussions.



Chapitre |

Etude bibliographique
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1.1 Généralités sur la famille des Fabaceae :

La famille des fabaceae est une des plus importantes familles végétales qui fournie
le plus grand nombre d'espéces utiles a I'hnomme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou
médicinales [3].
Le nom de la Famille des Fabaceae, découle du nom de genre Faba (du latin faba, féve) est la
feve, anciennement Faba vulgaris, maintenant Vicia faba. La famille est aussi appelée
couramment Légumineuses (Leguminosae) [4].
Le terme Légumineuse vient du mot Iégume, qui désigne les aliments de ’homme d’origine
végétale sous forme de graines seches ou d’herbes fraiches.
La famille des Fabaceae contient environ 20 000 espéces, la placant en seconde position apres les
Poaceae en termes de diversité [3].
Les plantes de la famille des Fabacées son généralement de plantes herbacées, arbustes, arbres ou
plantes grimpantes a lianes volubiles [5] possédant plusieurs caractéres morphologiques en
commun, Néanmoins, on observe aussi dans cette famille de trés nombreux types floraux ,dues a
plusieurs tendances évolutives, plus ou moins synchrones, et en particulier, une réduction du
nombre des étamines et la création d’une fleur zygomorphe. Les feuilles également des plantes

de cette famille présentent une évolution morphologique [6].

|.2 Rétama raetam :
1.2.1 Description botanique de Rétama Raetam :

Les Rétames sont des légumineuses arbustives, occupant les zones arides, semi-arides et
cotieres,leur nom dérive du nom biblique (ROTEM) qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou
(retam) [7], cette plante arbuste saharien de 1a 3,5 m de hauteur a rameaux veloutés, fleurs
blanches de 8-10 mm, étendard égalant la caréne ou plus long, gousse non dilatée sur sa nature
ventrale contenant une graine [8].

En Algérie les Rétames occupent une surface considérable du nord vers le sud [9].
Le genre Rétama compte trois especes : Retama monosperma, Retama sphaerocarpa et Retama

raetam .
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Figure 1.1 : Retama raetam (Forssk.) Webb et Berth.

1.2.2 Systématique de Retama raetam [8] :

Regne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Fabales

Super famille : Légumineuses
Famille : Fabacées

Sous famille : Papilionacées
Genre : Rétama
Espéces Rétama raetam

1.2.3 Importance de Retama raetam :

-Intérét écologique:

Les rétames jouent un role trés important dans le maintien de I’équilibre des milieux
naturels et des écosystémes, reconnues comme étant des plantes des zones arides et semi arides.
Les rétames s’adaptent aux conditions les plus extrémes de sécheresse et de salinité grace a leurs
morphologie et leurs structure xéromorphique botanique.

D'apres [10] Rétama raetam grace a son potentiel germinatif élevé. Sa tolérance au stress

hydrique et son mode de ramification radicalaire, peut étre considéré comme une espéce
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pionniere apte a coloniser les cordons dunaires. Son utilisation dans les opérations de végétation

de ces milieux fragiles est recommandable.

-Intérét pharmacologique:

En médecine traditionnelle, Rétama raetam est utilisé dans le traitement de plusieurs
maladies comme 1’eczéma La partic aérienne de Retama raetam est utilisée, en infusion, en
poudre ou en compresse, pour le traitement du rhumatisme, les blessures et les piqlres de
scorpion, elle est utilisée aussi contre les morsures de serpent [11] en outre, des études
expérimentales ont révélé que Retama raetam possede une activité antioxydante [12].

1.2.4 Composition chimique :

Selon des études phytochimiques Retama raetam est riche en flavonoides, alcaloides et
en polysaccharides [13] Les graines contiennent de daidzéine, vicenin-2, la naringénine,
I'apigénine, le kaempférol, la quercétine et le kaempférol 7-O-glucoside [14] les feuilles contient
la daidzéine, la daidzéine 7- 4'-diméthyl éther, chrysoeriol 7-O-glucoside et orientine .

Alors que la partie aérienne est riche en deux nouveaux flavonoides, lutéoline 4'-O-
neohesperidoside et 5,4'-dihydroxy— (3",4"-dihydro-3", 4"-dihydroxy)-2", 2"-dimethylpyrano-
(5", 6": 7,8)-flavone [15].

1.3 Calycotome spinosa :
1.3.1 Description botanique de la Calycotome Spinosa :

Le nom Calycotome, du grec calyx et temno qui signifient calice et je coupe, [16] Le nom
scientifique de cette plante c’est le « Calycotome spinosa L Link » et elle est connue par le nom
d’arabes « Guendoul ».

Le Calycotome est présent sous forme d’un arbuste épineux pouvant atteindre 1 et méme 2 m de
hauteur , les rameaux sont fortement imbriqués, la racine porte habituellement des nodosités.
[17] les tiges sont dresses , les feuilles trifoliées ovales et les fleurs sont jaune de 12 a 18mm de
longe.

Le Calycotome préfére les sols siliceux ,il vit dans les montagnes proches du littoral ,en région
méditerranéenne, les Clycotomes sont représentés principalement par trois especes (C. spinosa,

C. villosa, C. villosa subsp. intermedia) [18,19].
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Figure 1.2 : Calycotome Spinosa

1.3.2 Classification de I’espéce Calycotome spinosa [17] :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Eudiotes

Ordre : Fabales

Famille : fabacées

Genre especes : Spinosa L LINK

1.3.3 Utilisation de la plante :

Les genéts sont capables grace aux nodosités sur leur racines, de fixer I'azote atmosphérique

et d'enrichir le sol en produits azotés. Les ruminants évitent cette plante a cause de ses épines.

-Intérét pharmacologique:

Dans les indications thérapeutiques, le Calycotome spinosa est utilisée comme un anti-
ictérique [20], les fleurs et les feuilles de Calycotome spinosa L Link sont riches en flavonoides,
qui sont utilisees dans le traitement des maladies cardiovasculaires, des cas de cancer,le genét

épineux a des proprietés antioxydants et anti inflammatoires [21].

1.3.4 Composition chimique:

Calycotome Spinosa se distingue des autres espéces par sa teneur en matieres azotées
totales élevée (33,7%) en formant un groupe homogene a part, la teneur en matiere séche des
feuilles arbustes étudiés est comprise entre 28,20%, 63,57% de la matiére organique. La teneur

en tanins hydrolysables des especes arbustives est genéralement élevée surtout chez Calycotome
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Spinosa. Cette plante est I’espéce la plus riche en composés phénoliques et en tanins totaux avec

119,43 et 83,68 g équivalent acide tannique/kg MS respectivement pour les deux composés [22].

1.4 Métabolite primaire :

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule.

Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractére nécessaire et vital a la survie de la

cellule de I’organisme: les glucides, Les lipides, Les acides aminés.

1.5 Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des plantes.
IIs sont également des sources importantes pour les produits pharmaceutiques, les additifs
alimentaires et les ardbmes [23].
On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés phénoliques,
les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de
composés qui possédent une tres large gamme d'activités en biologie humaine [24].

1.5.1 Les huiles essentielles:

Les huiles essentielles appelées aussi essences sont des substances volatiles odoriférants

d’aspect fluide a épais et de couleur variable, elle est sécrétée par des cellules spécialisées se
trouvant aussi bien dans les feuilles , les fleurs , les racines et les graines .
Les huiles essentielles sont des messagers chimiques utilisés par les plantes aromatiques pour
interagir avec leur environnement, elle est composée d’une centaine de molécules terpéniques et
les composés oxygénés . 11 y’a plusieurs techniques variables pour obtenir les huiles essentiels,
selon la partie du végétal traitée, selon sa fragilité de la plante utilisée, selon ses caractéristiques
botaniques parmi ces méthodes : hydrodistillation.

1.5.2 Les alcaloides :

Un alcaloide est un composé organique naturel hétérocyclique avec 1’azote comme
hétéroatome.
Les alcaloides renferment toujours du carbone, de I’hydrogeéne et de 1’azote, et le plus Souvent,

en plus, de I’oxygéne (exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre). Ils sont


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite
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donc des produits aminés naturels qui ont des effets physiologiques sur I'organisme humain

[25,26].

1.5.2.1 Classification des alcaloides [27] :

-alcaloides vrais : ils dérivent d’acides aminés, et présentent au moins un hétérocycle.

La strychnine

-Pseudo- alcaloides : qui ne dérivent pas d’acides aminés.

GHs
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-Proto- alcaloides : qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels 1’azote est en dehors des

La caféine

structures cycliques.

Colchicine

1.5.2.2 Propriétés pharmacologique des alcaloides :
- Un traitement pour les maux de téte [28].
- La stimulation de la circulation sanguine, en cas de rhumatisme [29].

- Jouent le role d’anesthésiques locaux (cocaine) [30].

1.5.3 Les polyphénols :
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Les polyphénols sont des métabolites secondaires des végétaux qui disposent d’une
extréme variété de structures et d’activité biologiques [31], Ces composés sont présents dans
toutes les parties des végetaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines
et bois. [32,33].

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phenolique a 6 carbones auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou
engagé dans une autre fonction [34,35].

OH

Figure 1.3 : Structure du noyau phénol. [36]

Le terme «composés phénoliques végétaux» englobe les phénols simples, les acides
phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les stilbénes, les tannins, les lignines et les lignages
[37].

1.5.3.1 Biosynthése des polyphénols :

La plupart des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés
aromatiques, tyrosine et phénylalanine.
Ces acides aminés sont formés de fagons variables suivant les vegétaux [38].
Les composés phénoliques des végétaux sont biosynthetisés par des voies différentes [39] : voie

Shikimique, voie Acétate-Malonate ou voie des polycétides et voie acétate Mevalonate.

1.5.3.2. Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes :

Tableau 1.1 : Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes [40]
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nombre d'atomes de
squelette de base classe
carbone
6 C6 phénols simples, benzoquinones
7 Co-C1 acides phénoliques
8 C6-C2 acétophénone, acide phénylacétique
9 C6-C3 acide hydro:f;y‘cimlamigue. polypropene,
coumarine, isocpuiarine
10 C6-C4 naphtoquinone
13 C6-C1-C6 xanthone
14 C6-C2-C6 stilbéne, anthraquinone
15 C6-C3-C6 flavonoides, 1soflavonoides
18 (C6-C3)2 lignanes, neolignanes
30 (C6-C3-C6)2 | biflavonoides
(C6-C3)n lignanes
" (Cé)n catecholmelanine
(C6-C3-C6)n | (tanins condensés)

1.5.3.3 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.
a)-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 I’acide
hydroxybenzoique (C6-C1) (Figure 4 (a)) et les dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (C6-C3)
(figure (b)) [41].

(a) (®)

R3 COOH

R4

Figure 1.4 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (a) et Structure chimique

des acides hydroxycinnamiques (b).

b)-Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des

structures chimiques variées et des caractéristiques propres.

10
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Elles sont omni présentes dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le
vin rouge et d’autres parties de la plante [42] .Tous les flavonoides ont une origine
biosynthétiqgue commune et, de ce fait, possedent le méme élément structural de base a quinze

atomes de carbones qui sont arrangés en une configuration C6-C3-C6 [43].

Figure 1.5 : Structure de base des flavonoides [44]

-Les principales classes de flavonoides :

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré

d’insaturation , I’oxydation et la cyclisation

) ||I Il - ¥
] I (.
LI Flavoues 1 ]

CFH

I Lsoaflavones
(&
Flavomals

=]
L Flavanomes
Amithocy mmidines

OH Jl,
Cmiec hiimes Chaloones

Figure 1.6 : Les principales classes de flavonoides

c)-Tanins :

Les tanins sont définis comme des composes polyphénoliques de poids moléculaires ont
une complexité variable. Ils ont la capacité de se lier fortement & des macromolécules, Ces
composés sont présents dans un grand nombre de produits d'origine végétale utilisés en tant que

nourriture animales ou humaine [45] Les tanins sont divisés en deux groupes :

11
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1) Tanins hydrolysables (figure A)

Ce sont des hétéro-polymeéres possédant un noyau central constitué d’un polyol.

2) Tanins condensés (figure B)

Les tanins condensés sont des composés complexes définis chimiquement comme étant des

oligomeéres (2 a 10 unités de Flavanes hydroxyles).

Figure 1.7 : structure chimique des tanins [46]

d)- Les saponines :

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidique présents dans de
nombreuses plantes et quelques organismes marins , ces composés peuvent former une mousse

persistante une fois agités avec de I'eau [47].

1.6 Les différentes méthodes d’extraction :

1.6.1 Percolation :

Elle consiste a laisser couler un solvant généralement chaud sur un solide finement broyé

a fin de dissoudre les particules solubles. L’exemple type de cette méthode est la préparation du
café [48].

1.6.2 Infusion :

Une infusion est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de
matiere végétale [49] on le laisse infuser pendant le temps nécessaire, le temps d’infusion est
variable suivant la nature de la plante la préparation du thé est 1‘exemple type de cette opération
[50].

12
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1.6.3 Décoction :

C’est opération de faire tromper le solide dans un solvant liquide mis en ébullition, C’est
une opération brutale qui doit étre réserver a I’extraction de principes actifs thermorésistants,
elle s'applique généralement aux parties les plus dures des plantes: racines, graines...

La différence entre décoction et infusion, c’est la température a laquelle les principes actifs sont

extraites [48,51].

1.6.4 Macération :

Dans cette méthode la matiere végétale broyée est mise dans un récipient fermé en
présence d’un solvant d’extraction sous agitation et a température ambiante,
I’opération est bien généralement lente mais c’est la seule méthode utilisable pour I’extraction de
molécules fragiles (thermosensibles).
Une macération efficace peut durer environ 3 a 10 jours ce qui implique quelques inconvénients:
fermentation ou contamination bactérienne (dans le cas ou le solvant utilisé est 1’eau) ce qui

entraine une dégradation rapide des molécules activent [48-52-53].

1.6.5 Digestion :
La digestion est une macération a chaud. Cette opération et la macération sont utilisées
particulierement en pharmacie et en parfumerie. Il s‘agit 1a d‘une opération plus rapide que la

précédente [50].

1.6.6 L'hydro-distillation :

Le principe de I'hydro-distillation correspond a une distillation hétérogéne. le procédé
consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un bain d'eau. I'ensemble est ensuite porté
a ebullition. Les composants de I'huile essentielle forment un mélange azéotropique avec de
I'eau, lorsque I'on chauffe le ballon qui contient la solution aqueuse, I'eau se vaporise, cette
vapeur casse les cellules végetales, libérant les molécules d'interét, les plus volatiles d'entre elles
sont emportées avec la vapeur, celle-ci est ensuite refroidie dans un condenseur.

1.6.7 Extraction a reflux :

Cette méthode consiste a mettre la poudre des plantes dans un solvant et chauffer jusqu’a

I’ébullition, le reflux consiste a condenser les vapeurs et a renvoyer ce condensat dans le systeme

d'ou il provient pour éviter toute perte de matieres ni les réactifs ni les produits obtenus.

13
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1.6.8 Extraction au soxhlet :

Le soxhlet permet d'extraire une substance présente dans un solide pour la faire passer
dans un solvant. Cette technique est utilisée pour les molécules peu ou pas volatiles et stables a la
température.

Le corps en verre de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose (matiére pénétrable pour le
solvant) remplie de matiere végétale. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant
(ballon) et est surmontée d’un réfrigérant [54,55,56] quand le liquide atteint le niveau de
débordement, un siphon aspire la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le
ballon a distiller, portant les corps dissous extraits dans le liquide [57].

Les solvants les plus utilisés sont le dichlorométhane, le chloroforme, le toluene, I'hexane, le
mélange hexane/acétone ou le méthanol [58].

Cette méthode simple. Elle a ’avantage de mettre rapidement 1’échantillon en contact avec le
solvant frais. A la fin de I’extraction la filtration n’est pas nécessaire. Cependant elle nécessite
beaucoup de temps et de solvant pour une seule extraction[59], La possibilité de dégradation
thermique des composés [60].

1.6.9 Extraction assistée par micro-ondes :

MAE est une technigue d'extraction relativement nouvelle, qui utilise I'énergie des micro-
ondes pour chauffer le solvant et [I'échantillon et pour augmenter le transfert de masse des
solutés de la matrice de I'échantillon dans le solvant. L'utilisation des micro-ondes pour
I'extraction des constituants des plantes en est encore a ses débuts [61].

1.6.9.1 Mécanisme d’extraction par micro-ondes :

Le mécanisme de chauffage par micro-ondes, aussi appelé chauffage diélectrique, le
micro-ondes consiste a chauffer le solvant en contact avec 1’échantillon au moyen de I'énergie
des micro-ondes [62].

Les substances sont soumises a un champ électrique statique ou alternatif, il procéde donc par
un mécanisme de polarisation dipolaire des molécules ou par conduction ionique des ions en
phase liquide ou incrustés dans les interstices solides [63].

La chauffe par micro-ondes s’effectue de I’intérieur vers 1I’extérieur. Cette particularité entraine

une extraction des principes actifs végétaux par surpression interne.

14



Chapitre | Etude bibliographiques

Les micro-ondes qui peuvent facilement pénétrer dans les pores de I'échantillon, ce qui permet au
solvant piegé dans les pores de chauffer de maniere uniforme et rapide. Contrairement au
chauffage conventionnel ou le récipient met longtemps a chauffer puis a transférer son énergie
au solvant [64].

MAE présente généralement des avantages évidents avec un temps d'extraction plus court et la
réduction de consommation du solvant, cette méthode peuvent étre mauvaises lorsque le

filtration est nécessaire ou les solvants sont non polaires [57].

1.7. Activité antioxydante :

1.7.1 Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un ou plusieurs électrons
non apparies sur leur couches externes [65,66] ce qui le rend instable et trés réactif; par
conséquent, il peut réagir rapidement avec un autre composé, en essayant de capturer I'électron
nécessaire pour gagner sa stabilité. Le plus simple des radicaux libres est un atome d'hydrogéne,

avec un proton et un électron unique [67].

1.7.2 Stress oxydatif :
Le stress oxydatif apparait donc quand un déséquilibre se forme dans la balance anti/pro-
oxydants. C’est seulement a ce moment que les Especes réactives de I’oxygene ou oxygénées

ERO vont exercer leur action délétére sur I’organisme [68].

1.7.3 Antioxydants :

Les antioxydants sont des composés qui protéegent les cellules du corps [69], un
antioxydant est défini comme une substance qui est capable de ralentir ou d’inhiber le
phénomeéne d’oxydation. [70] avant que les molécules vitales ne soient endommagées.

Plusieurs études s’accordent aujourd’hui sur I’importance de la contribution des antioxydants
exogenes apportée par ’alimentation, dans la lutte contre les maladies associées au stress
oxydant [71,72] Ces antioxydants, essentiellement d’origine végétale, sont apportés sous la

forme de composés phénoliques, des vitamines et des caroténoides.

1.7.4 Pouvoir anti radicalaire par la méthode du DPPH :

15
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Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance

caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, il est utilisé pour déterminer la
capacité antioxydante.
La méthode du DPPH est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de 1’espéce radicalaire
stable DPPH en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogeéne (AH), qui aboutit a la formation
d’une forme non radicalaire, le DPPH-H. Ainsi plus la perte de couleur est rapide plus le donneur
d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort [73].

On peut résumer la réaction sous la forme de 1I’équation:
DPPH*+ (AH)n - DPPH-H+(A*)n.

(AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour le

transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) [74].

1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1.1-diphenyl-2-picrilhydrazine

(violet) (Gaune)

Schéma 1.8 : Réaction de réduction du DPPH [75]

1.7.5 Le pouvoir réducteur de fer/antioxydant FRAP :

FRAP est un test direct réccemment mis au point pour déterminer le "pouvoir antioxydant
total" .Cette méthode est basée sur la réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants
qui donnent la couleur bleu , l'intensité de cette coloration est mesuré par spectrophotomeétre a
700 nm.
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Schéma 1.9 : Réaction de la méthode FRAP [76]
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Chapitre 11 Partie expérimentale

Introduction :
Ce présent chapitre désigne la description de I’ensembles des expériences effectuées nécessaire a
I’extractions des biomolécules (poly phénol ; Flavonoides , alcaloides , tanins ect .) a partir de

deux plantes médicinales la Retama Retam et la Calycotome Spinosa.

I1.1.Matériels végétales et Echantillonnés :

I1.1.1Collecte de I’échantillon de Retama Retam :
Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de la plante retamaraetam : racines ,
fleurs et rameaux , sont représentées dans le tableau 11.3 et ils ont été récoltées dans la wilaya de

Bayadh exactement Boussemghoun (figure 1,2) durant le mois de février 2019.

11.1.1.1.Présentation du site de récolte

Figure 11.2: Localisation de la commune Boussemghoun
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Tableau Il. 1: Les données climatiques de la région de Boussemghoun

Coordonnees geographiques de Latitude: 32.8643, Longitude: 0.02012 32° 51’
Boussemghoun 51" Nord, 0° 1" 12" Est
Superficie de Boussemghoun 58 610 hectares
586,10 km?
Altitude de Boussemghoun 992 m
Climat de Boussemghoun Climat désertique sec et froid (Classification de
Kdéppen: BWk

1.1.2.Collecte de I’échantillon Calycotome Spinosa:

Le matériel végeétal est constitué des parties aériennes de la plante calycotome spinosa :
racines , tiges ,fleurs et feuilles , ils sont représentées dans le tableau 11.4 et ils ont été récoltées

dans la région d’El Kheither (figure 3) durant le mois de février 2019

1.1.2.1.Présentation du site de récolte :

Figurell.3 : Site d'échantillonnage

Tableau 11.2 : Données climatiques de la région d'El Kheiter

Coordonnées géographiques d'El Kheiter Latitude: 34.1434, Longitude: 0.0732471 34°
836" Nord, 0° 4’ 24" Est

Superficie d'El Kheiter 102 310 hectares 1 023,10 km?

Altitude d'El Kheiter 984 m

Climat d'El Kheiter Climat semi-aride sec et froid (Classification
de Koppen: BSK)
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La reconnaissance botanique de deux plantes étudiées Retama Raetama ,Calycotome Spinosa a
été faite par Monsieur Eddoud Amar du département des sciences biologiques de l'université
Kasdi Merbah de Ouargla.

11.1.3Préparation des échantillons :

Les échantillons ont été nettoyés et coupés en petits morceaux, et ils ont ensuite suivi par un
séchage a la température ambiante, a l'abri de la lumiére et de I’humidité afin d'éviter la
dégradation des principes actifs et le développement des moisissures et la photo-oxydation
pendant 21 jours dans un endroit aéré jusqu’a I’obtention d’un poids fixe (matiére seche).
Une fois séchés, ils sont broyés a 1’aide d’un mortier ensuite ils ont été broyés a 1’aide d’un
broyeur électrique .la poudre a été récupérée et tamisée a I’aide d’un tamiseur dont les

dimensions des pores sont < 125 um, afin d’obtenir une poudre plus lisse sans grumeaux.

Le broyat obtenu a été conservé dans des flacons fermés en verre dans un endroit sec et a 1’abri

de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Tableau 11.3 : photos de la différente partie de la plante Retama Raetam :

Partie de Racines Rameaux Feuilles

la plante

Matiére
végétale

récoltées

Matiére
végétale

broyée
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Tableau 11.4 : photos des différentes partie de la plante Calycotomespinosa :

Partie de la Racines Tiges Feuilles Fleurs

plante

Matiére

végétale

récoltées

Matiére
végétale

broyée

11.2.Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques qualitatifs permettent de détecter différentes familles chimiques
présentes dans un extrait végétal par des réactions de coloration, de précipitation et
d’observations sous lumiére ultra-violette. Les techniques de caractérisation qualitatives,
utilisées au cours de cette étude sont celles décrites par [1,2]

Les résultats obtenus ont été évalués comme suit :
* Réaction trés positive : + + +
* Réaction positive : + +
 Réaction moyennement positive : +

* Réaction négative : -

11.2.1.Caractérisation des composés phénoliques :

11.2.1.1.Caractérisation des Flavonoides:

Nous avons pris 10 g de plante, et est mise en poudre, puis mélangé avec 100 ml d’une solution
HCI (1%). Ce mélange est macéré durant 24h, apres filtration nous avons ajouté NHsOH au
filtrat jusqu’a la basicité. L’apparition d’une couleur jaune claire ou orange indique la présence

des flavonoides
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11.2.1.2.Caractérisation des tanins :

Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 ml d’infusé a 5 % puis 200 pl de solution aqueuse
de FeClz a 1%. La présence des tanins galliques ou catéchiques se traduit par le développement

d’une coloration verdatre et bleue noiratre, respectivement.

11.2.2.Caractérisation des alcaloides :

La caractérisation générale des alcaloides s'effectue sur un extrait aqueux acide de 1’échantillon

par une extraction par solvant organique apolaire.

11.2.2.1Extraction par solvant organique apolaire et I’analyse phytochimique :

2¢g d’échantillon sec  réduit en poudre fine sont humectés par 1 a 2 ml de solution aqueuse
d’ammoniaque ( NH4OH a 10% ou par 5 ml d’une solution de carbonate de sodium ( Na2COs )
pour déplacer les alcaloides, pendant 30 minutes , puis on ajoute de 15 ml dichlorométhane et en
filtre pour obtenir une solution extractive de coloration verte ensuite on passe a 1’extraction
liquide-liquide on ajoute 2 a 4 ml d’acide chlorhydrique dilué a 1/10 et on agite pour déplacer

les alcaloides a la phase aqueuse et on la répartie sur 3 tubes :

Réaction positive : la formation d un précipite indique la présence des alcaloides

Réactif de BOUCHARDAT : Solution iodo-iodurée : précipités bruns

Réactif de DRAGENDORFF : Solution iodo-bismuthite de potassium : précipités orangés
a rouge-vermillon

Reactif de VALSER-MAYER : solution de mercuri-iodure de potassium : précipité blanc

jaunatre.

Remarque : La spécificité de ces réactifs n'est pas absolue; certains composes (protéines,
lignanes, coumarines) peuvent donner des réactions faussement positives avec le réactif de

Dragendorff

11.3.Extraction des huiles essentielles : [3,4].

Hydrodistillation était la méthode adoptée pour faire extraire les huiles essentielles de la plante
Retama raetam a I’aide du montage classique représenté dans la figure 4.
Une masse importante de la partie aérienne ( rameaux et fleurs ) de la plante seche est

découpée en petits morceaux pour faciliter leur introduction dans un ballon en verre , ajouter un
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volume adéquat d’eau distillée , I’eau ensuite chauffée jusqu’a ébullition , pour que les vapeurs
d’eau produites entraine les constituants volatiles .

-Relargage de la solution obtenue (le distillat) par I’ajout d’une solution aqueuse de NaCl
-Extraction liquide-liquide par 1’éther d’éthylique

-Evaporation de solvant organique pour obtenir un résidu (les huiles essentielles).

Figure 11.4 : Photo du Montage de 1’ hydro-distillation
11.4.Extraction des alcaloides :

11.4.1.Extraction des alcaloides totaux ( fixes) :

L’extraction des alcaloides est basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu acide
et en milieu alcalin.
En basant sur les résultats de criblage phytochimique , de la littérature et de la disponibilité

beaucoup plus on a choisi la partie ( rameau) pour I’extraction des alcaloides .

11.4.1.1. Extraction par les solvants organiques apolaires en milieu alcalin (Stas-Otto) :
Comme est montré dans le schéma 11.1 , une masse de 20 g de rameaux broyés est délipidee par
une macération dans de 1’éther de pétrole & la température ambiante et sous agitation mécanique
pendant 24h - Alcalinisation du marc obtenu par ajout de I'ammoniaque 0.5 N pendant une nuit
afin de libérer les alcaloides de leurs combinaisons salines.

- Extraction solide-liquide a I’aide d’un extracteur Soxhlet avec un volume de 200 ml de
dichlorométhane pendant 4 a 5 heures (au moins 5 cycles pour un épuisement total)

- Concentration de la phase organique sous pression réduite.

- Reprise par un acide dilué H.SO4 0,5N

-Basification de la solution obtenue par ammoniaque pour ajuster le pH a9
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-Extraction liquide-liquide par 1’éther d’éthylique jusqu’a épuisement ( 1’épuisement a été
contr6lé par le test avec les reactifs specifiques des alcaloides )
-Evaporation de la phase organique d’alcaloides pour obtenir 1’extrait d’alcaloides totaux

-Le résidu sec obtenu est récupéré et conserver.

11.4.1.2.Extraction par I’alcool acide :

L’extraction des alcaloides totaux de la plante Retam araetam dans un milieu acide a été réalisee

selon la référence [5] comme est illustré dans la schéma ll. 2 :

- Une masse de 20 g de rameaux broyés est délipidée par une macération dans de 1’éther de

pétrole a la température ambiante et sous agitation mécanique pendant 24h ,

-Le marc obtenu a été subi a une extraction solide-liquide a 1’aide d’un extracteur Soxhlet

pendant 4 a 5 heures (au moins 5 cycles) avec un volume de 200 ml d’un mélange (Méthanol/

acide acétique) 15 % pour obtenir une solution extractive contient les alcaloides plus d’autres

molécule bioactives ,

-Alcalinisation de la solution obtenue avec I’ammoniaque de 0,5N jusqu’a pH=9

-Concentration et alcalinisation encore fois pour garder le pH=9

-Solution obtenue est extraite par le chloroforme jusqu'a I’épuisement total de la phase aqueuse
(I’épuisement a éte contrdlé par le test avec les reactif specifiques des alcaloides)

-Evaporation de la phase organique d’alcaloides pour obtenir 1’extrait d’alcaloides totaux

-Le résidu sec obtenu est récupéré et conserver.
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20g de masse végétale

Délipidation ( éther de pétrole) |~ |
macération de 24h

Humecter avec I’ammoniaque 0.5N

Dichlorométhane

Extraction
solide-liquide

Solution extractive
(alcaloides sous forme des bases)

Concentration et reprise |—>

avec H.SO4 0,5N
Solution acide
(alcaloides sous forme sel)
Ether d°éthvii Basification avec ammoniaque (0.5N)
extraction liquide-liquide i

Epuisement par I’éther d’éthylique

Phase organique (alcaloides sous forme debases )

Evopration de solvant l
[

Résidu (Alcaloides totaux)

Schéma 1.1 : Protocole d'extraction des alcaloides totaux en milieu alcalin
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20g de masse végétale ﬁ

<<———| Délipidation ( éther de pétrole )
macération de 24h

Marc

Méthanol/acide
acétique 15%

Extraction
solide-liquide

(alcaloides sous forme des sel +

Solution extractive

impurtés)

™}

Alcalinisation

Dichlométhane Extraction

—— ———————1| liquide-liquide

Phase organique

(alcaloides sous forme des bases)

Evopration de solvant

Résidu

(Alcaloides totaux)

Schéma 11.2 : Protocole d'extraction des alcaloides totaux par alcool acide
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11.4.2Extraction des alcaloides volatiles :

D’apres la littérature il n’y a pas des travaux pour I’extraction spécifiques a des alcaloides
volatiles si pour cela on a tenté avec ce protocole adoptée par

- Une masse de 20 g de rameaux broyés est délipidée par une macération dans de 1’éther de
pétrole a température ambiante et sous agitation mécanique pendant 24h ,

-alcalinisation la masse végetale par 1’ajout de I'ammoniaque 0.5 N pendant une nuit afin de
libérer les alcaloides de leurs combinaisons salines

-la masse humecté par un base a subit & une hydrodistillation

-tester la solution extractive avec les réactifs spécifiques des alcaloides

-Relargage par 1’ajout d’une solution aqueuse de NaCl

-Extraction liquide-liquide avec I’hexane pour extraire les alcaloides volatiles

-Evaporation de la phase organique d’alcaloides pour obtenir 1’extrait d’alcaloides volatiles

Figure 11.5 : montage de hydro-distillation pour I’extraction spécifique des alcaloides

volatiles

Calcul du rendement des alcaloides pures :

Le pourcentage en alcaloides totaux ou volatiles est calculé par la formule :
R(%)= (M/M0) x 100

R : Rendement des alcaloides en (%)

M : Masse en grammes de 1’extrait sec résultant

MO : Masse en grammes du matériel végétal de départ
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40 g de masse végétale ~—

<< —— Délipidation ( éther de pétrole )
macération de 24h

Marc

Humecter avec I’ammoniaque 0.5N
| pendant 24 h

Hydrodistillation

Distillat

Relargage

Extraction
liquide-liquide

Phase organique

(alcaloides volatiles)

Evopration de solvant ——

Résidu

(Alcaloides volatiles )

Schéma 11.3 : protocole d'extraction des alcaloides volatiles
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11.5.Extraction des composes phénolique :

Pour I’extraction des polyphénols il existe plusieurs méthodes, on a choisi deux méthodes
conventionnelles (Macération , Soxhlet ) et une méthodes extraction assistée par micro-ondes qui
constitue une des méthodes de chimie verte.

11.5.1.Extraction des composes phénolique par Macération :

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner la
matiere végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés
phénoliques et flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit

par [6] avec quelques modifications voir la figure 11.6.

- Mettre la matiere végétale (10 g) rameaux broyés dans un mélange de 100 ml
hydroalcoolique éthanol/Eau (70:30) sous une agitation mécanique a température ambiante et a
I’obscurité pendent 48 h , Cette macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant ,

apres filtration sur un papier filtre et une centrifugation pendant 10 min a 3000 t/min.

La délipidation des échantillons est nécessaire dans cette étude parce que leur contenu en lipides
pourra fausser les résultats du dosage des polyphénols et flavonoides apres, alors on fait laver le
filtra par une extraction liquide-liquide 3 fois avec 1/3 de son volume , ensuite le solvant est

évaporé a sec a 55°C.

Figure 11.6 : Photo montage de Macération
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11.5.2.Extraction des composes phénolique par Soxhlet :
L'extraction par Soxhlet est une technique générale et bien établie, et qui dépasse en performance
les autres techniques conventionnelles d'extraction, excepté dans le cas de l’extraction des

composeés thermo sensibles :

-Comme est montre dans la figure 11.7, une masse végétale (10 g) de rameaux broyés masse
végétale est placée dans une cartouche cellulose introduit dans le réservoir de Soxlhet. remplir
le ballon avec un mélange hydro-alcooliquede 100 ml éthanol/Eau(70:30) et surmonter

I’extracteur d’un réfrigérant.

A I’aide d’un chauffe ballon porter & ébullition. , aprés une douzaine de siphonages, le solvant
s’enrichi en substances solubles. Celui-ci passe par la tubulure et il est condensé par le
réfrigérant et on récupére la solution extractive.

Pour la délipidation on fait laver le filtra par une extraction liquide-liquide 3 fois, ensuit le

solvant est évaporé a sec a 55°C

HM 4
b -
’

A= =
w- £ 3
Figure 11.7 : Photo de montage d’extraction avec Soxhlet

11.5.3.Extraction assisté par micro-ondes :

En utilisant un micro-onde d’une marque CMW-M2005W qui fonctionne a une fréquence de
2450kHz et une puissance d’entrée nominale de 1050W, et une puissance de sortie maximale de
700 W, avec ses dimensions extérieures (P XxLxH) (440 x 358 x 259 mm) d’une capacité de 20
L, Ce micro-onde a été modifié afin de condenser les vapeurs générées lors de I'extraction

Comme est montre dans la figure 11.8 On introduit une masse végétale (10 g) de rameaux

36



Chapitre 11 Partie expérimentale

broyés dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, et remplir le ballon avec un mélange de
hydro-alcoolique 100 ml éthanol/Eau (70:30).

Le mélange a été irradiée pendant 10 mn d'une maniére discontinue. aprés filtration sur papier
filtre le filtra a subit & une centrifugation pendant 10 min a 3000 t/min ,Pour la délipidation on
fait laver le filtra par une extraction liquide-liquide 3 fois , ensuit le solvant est évaporé a sec a
55°C

Figure 11.8 : Photo de montage d’extraction assistée par micro-ondes

11.6.Extraction des flavonoides :

Suivant les mémes étapes précédentes pour obtenir les trois phases ou trois solutions extractives
hydro-éthanolique (70/30) par les trois déférentes méthodes ( macération ,soxhlet

et I’extraction assistée par micro-ondes) , on fait concentrer le filtra et on fait un fractionnement
par déférents solvants.

Cette étape se repose sur la spécificité et la polarité des solvants organiques vis-a-vis des
flavonoides séparées contenus dans la solution agueuse obtenue.

-quatre solvants & polarité croissante a savoir : Ether de pétrole , Chloroforme, Acétate d’éthyle

et le n-Butanol

11.6.1. Affrontement par I’éther de pétrole :

Avant ’extraction des différents flavonoides, les trois phases aqueuses obtenues apres
évaporation ont été débarrassées des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages
successifs avec I’éther de pétrole[7] (élimine tous les composés non phénolique : les
caroténoides et les pigments chlorophylliens, les graisses).

Le Protocole de cette phase selon la référence [8] est le suivant (schéma 11.4) :
- Ajouter 1/3 volume d’éther de pétrole au volume de la phase aqueuse obtenue (v/v)

- Bien agiter et laisser reposer le mélange, aux moins 20mimute jusqu'a I’obtention de deux
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phases, une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase aqueuse (coté
inferieur)

- Récupérer la phase organique dans un récipient en verre ;

- Répéter la procédure trois fois ;

- La phase éther de pétrole est rejetée.

A la fin de cette manipulation, 50 ml de chaque phase aqueuse suivi I’affrontement par
chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol. Le reste de chaque phase, contenant les composés
phénolique et flavonoides, a été évaporé au rotavap (T =45°C, et répéter 3 fois R 3) et I’extrait

obtenu a été récupéré et conservé a la température ambiante jusqu’a son utilisation.

11.6.2.Affrontement par chloroforme :

La phase aqueuse obtenue a partir le lavage avec éther de pétrole a été réalisée avec
chloroforme qui permet a extraire les aglycones (composés simples tels que les acides phénols et
les flavonoides).

Dans ce cas, le mode opératoire de cette phase est comme suit [8]:

- Ajouter un volume la phase aqueuse (v/v) aux 1/3 ml de chloroforme

- Bien agiter et laisser reposer le mélange au moins 20 minute jusqu'a 1’obtention de deux phases,
une phase organique du chloroforme (coté supérieure) et une phase aqueuse (coté inferieur)

- Répéter la procédure trois fois

- Evaporer la phase organigque obtenue pour obtenir un résidu sec ( extrait chloroformique )

11.6.3.Affrontement par ’acétate d’éthyle :

Dans ce cas la phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase
chloroforme Cette phase a été réalisée par 1’acétate d’éthyle. Elle a été effectuée selon le méme
protocole précédent, et la phase organique obtenue a été est évaporé également pour obtenir un
résidu sec ( extrait d’acétate d’éthyle )

11.6.4.Affrontement par le n-butanol :

On ajoute le n-butanol a la phase aqueuse obtenue a partir de la phase de I’acétate
d’éthyle la phase organique (coté supérieure phase de n-butanol)

- Evaporer la phase organigque obtenue pour obtenir un résidu sec ( extrait n-butanolique )
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10 g de masse végétale
10 g de masse végétale

EOH/H:0(70%) || L. -

éentnfugatnor; Extraction assistée Centrifugation
: C < ——
< par micro-ondes

Extraction assistée
par micro-ondes

Solution hydro-éthanolique

Solution hydro-éthanolique

; . délipidation
délipidation [ Ether de pétrole ] i
: »> "

e |

I Phase organique

l L
-, [P 1 P organique

Evaporation concentration :

Extraction liquide-liquide

Acétat d’éthyle ]
Extraction liquide-liquide

Evaporation

—— >

n-butanol ]

Evaporation

Extraction liquide-liquide

T

Evaporation

>

Schéma 11.4 :Protocole d’extraction assiste par micro onde des poly phénols et flavonoides
par affrontement de solvant
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10 g de masse végétale

10 g de masse végétale

w 7
) 4

= ; = = Centrifugation
Centrifugation Macération _
=
Solution hydro-éthanolique Solution hydro-éthanolique
, délipidation
délipidation [ Ether de pétrole J @
e L
| phasc organique | FARSSHGUEEINNN | Phase organiaue
T — - E— O —— — J
Evaporation concentration
[ —

Extraction liquide-liquide

Evaporatlon

|:>

Acétat d’éthyle ]
Extraction liquide-liquide

Evaporation

n-butanol ]

Extraction liquide-liquide

——

Evaporation

| ——

Schéma 11.5 : protocole d'extraction des plyphénols et flavonoides par affrontement de
solvant par maceration
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Evaporation
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Evaporation
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n-butanol J

Extraction liquide-liquide

—
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>
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Schéma 11.6 : Protocole des polyphénols et flavonoides par affrontement de solvant

par Soxhlet
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11.7.Dosage de polyphénols :

Principe :

En milieu basique et en présence de composés phénoliques, le mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HzPMo012040) est réduit en oxydes
bleu de tungstene (WgOz23) et de molybdéne (M0gO23) lors de I’oxydation des poly phénols. La
coloration bleu obtenue est proportionnelle au taux des composés phénoliques [9].

Protocole :

Les composés phénoliques totaux ont été dosés avec le réactif de Folin-Ciocalteu ,
0.100 mL de la fraction d'échantillon diluée a été ajouté a 0,5 mL d'eau distillée et a 0,125 mL de
réactif Folin-Ciocalteu. Le mélange a été agité et incubé pendant 6 min avant d’ajouter 1,25 ml

Na2COs (7%).

La solution a ensuite été ajustée avec de 1’eau distillée a volume final de 3 ml et bien mélangeé.
Aprés incubation dans le noir, I'absorbance a été lue a 760 nm par rapport a un blanc préparé.
la teneur a été exprimé en milligrammes d'équivalent acide gallique par gramme de résidu sec. la

courbe d'étalonnage (figure 11.9) avec de I'acide gallique est comprise entre 200-20ug.

Figure 11.9 : photo de préparation la courbe étalonnage
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100pL échantillon
500 uL Eau distillée

+125 uL Folin-Ciocalteu

Agitation
+ incubation (6 min)

+ 1250 uL. Na2CO3 (7%) l I

Lecture de I’absorbance a 760 nm

Schéma 11.7 : Protocole de dosage des composées phénoliques

11.8.Dosage des flavonoides :

principe :

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
Susceptible de donner avec le groupement (CO), un complexe en présence de chlorure
d’Aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux

(Fer et Aluminium) [10].

Protocole :

0.1mL de standard ou échantillon a été ajoutée a 0.075 ml de solution de NaNO2 (7%) et
mélangée a I’aide d’un vortex et incubé pendant 6 min avant d'ajouter 0.150 ml de AICl3 (10%).
Aprés 5 min, 500 ml de NaOH de solution (1 M) a été ajoutée. Le volume final a été ajusté a 2,5
ml, soigneusement mélangé et l'absorbance du mélange a été déterminée a 510 nm. Les
flavonoides totaux étaient exprimés en mg standard par gramme de résidu sec (mg EC / g de

Ms), Les échantillons ont été analysés trois fois.
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Figure 11.10 : photo montre la préparation du courbe étalonnage

100puL échantillon
+75 uL NaNO2
Agitation
+ incubation (6 min)

+150 uL AICI3( 10%)

Agitation
+ incubation (5 min)

+ ajuster avec 1’eau distillée a 2.5mL

J

Lecture de I’absorbance a 760 nm

500 uL NaOH (1M) ]

Schéma 11.8 : Protocole de dosage des flavonoides

11.9.Activité antioxydante

11.9.1.Détermination de I'activité de piégeage des radicaux libres (DPPH) : [11,12,13,14]

0,05 ml des extraits bruts ont été mélangés avec 1,95 ml d'une solution de DPPH fraichement
préparée a une concentration de 24 mg dans 100 ml de méthanol. Aprés 1/2 heure d'incubation
des échantillons dans I'obscurité, I'absorbance mesurée a été réalisée a 515 nm, avec un contréle
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positif (acide ascorbique). Les pourcentages d'inhibition du radical libre de DPPH, en fonction

des concentrations d'extraits, ont été déterminés en utilisant I'équation:

Activité anti-radicalaire% = [(Abs contrdle - Abs échantillon) / Abs contréle] x100

Figure 11.11 : photo de I’échantillon avant et aprés incubation

La capacité anti -oxydante a été déterminée a partir de la valeur de la IC50, qui correspond a la

concentration de I'antioxydant nécessaire pour piéger 50% de DPPH dans la solution a examiner

11.9.2. Test de la réduction du fer FRAP (Ferricreducing-antioxidant power) : [11,12]

Cette méthode est basée sur la réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui

donnent la couleur bleu, elle se fait en 5 étapes :

Etape 1 : Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 0,007a 2,5mg/ml) est mélangé
avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe (CN) s a 1%.

Etape 2 :L’ensemble est incubé au bain-marie & 50°C pendant 20 min

Etape 3 : Ensuite, 2.5ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction.
Etape 4 : Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min.

Etape 5: Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml

d’une solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1%.

La lecture de ’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement

prépare,
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Echantillon a différentes concentration

2.5ml tampon
2.5ml K3F€(CN)5|:',:

2.5 TCA + centrifugation

+2.5 surnage
+25E.D
+0.5 FeCl3

s
Figure 11.12 : Les différentes étapes de 1’activité antioxydante FRAP
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11.10.Optimisation des conditions d’extraction par la méthodologie de surface de réponse :

L’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques et I’activité antioxydante est réalisée
(Schéma 11.9) par la méthode des surfaces de réponse en utilisant le logiciel JMP, quatre
parametres ayant une influence significative ont été sélectionnés qui sont : la concentration du
solvant, le temps, la puissance et le ratio solide liquide, et pour chaque parameétre, trois niveau

sont fixes : niveau bas (-1), niveau €levé (+1) et un niveau intermédiaire (0).

11.10.1.Etudes preliminaires :
Les études préliminaires permettent la détermination des niveaux inférieurs et
supérieurs des variables du plan expérimentale utilisé a fin de sélectionner un meilleur intervalle

pour chaque paramétre

11.10.1.1.choix du solvant :

Choisir le bon solvant en utilisant quatre différents solvants : Méthanol 50%, Ethanol 50 %,
Acétone 50 % et Eau, sachant que le temps et la puissance d’extraction sont fixés a 5 minutes,
500 watt et le ratio solide liquide 1g/20ml respectivement. Le meilleur solvant a été choisi sur

la base de contenu le plus élevé de composés phénoliques.

11.10.1.2.Concentration de solvant :
La meilleure concentration de solvant a été déterminée en utilisant le meilleur solvant choisi

dans I’étape précédente, en allant de 20 a 80 % (v/v).

11.10.1.3. Temps d’extraction :
L’impact du temps d'extraction a été également étudié en utilisant le meilleur solvant et a la

meilleure concentration en allant de (2, 3, 4, 5,6 min) .

11.10.1.4.La Puissance :
Dans cette étape, les deux parameétres precédents : % solvant, le temps d'extraction ont été fixés
toute en variant la puissance (200, 300, 400,500,600 W).
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11.10.1.5 Ratio solide/liquide :

Nous avons procédé a la détermination du ratio (solide/liquide), en fixant le solide (1g de la

poudre) et en variant le volume de solvant comme suite : (10, 15, 20, 25,30 ml).

Optimisation des conditions d’extraction :

Procédures de I’extraction :

1g d’échantillon dans une ballon en verre de 250 ml a fond plat plat surmontée d'un réfrigérant.
Le mélange a été irradié a des différentes concentrations, a des différentes puissance, pendant
différents temps, pour différents volumes de solvant puis filtré et centrifugé, ensuit évaporation
du solvant pour obtenir un extrait brute. Les extraits ont été conservés a 4°C jusqu’aux analyses

et dosages.

11.10.2.Construction du plan :

En se basant sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque variable
indépendante : concentration en éthanol (X1), puissance de [’extraction (X2), temps de

I’extraction (X3) et du ratio (X4) influengant 1’extraction ont été introduits dans le plan BBD.

Ethanol concentration( % ) (-1) (0) (+1)
temps (min) (-1) (0) (+1)
puissance (W) (-1) (0) (+1)
ratio solide/liquide (-1) (0) (+1)
Selon la formule N= 2k (k-1) + Cp.............. (V1) ; 27 essais seront réalisés de maniere a

pouvoir estimer le model mathématique de la réponse investiguée.
Ou : N : est le nombre d’expériences.

k : est le nombre de facteurs.

Cp : est le nombre de points centraux [5]
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Chapitre 11

Tableau I1.5 : Les différentes combinaisons effectuées pour 1’optimisation des conditions

d’extraction de la plante

Calycotome Spinosa

et

Retama Raetam

EtOH% Temps Puissance S/L

Essai

EtOH% Temps Puissance S/L

Essai

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

22
23
24
25

23

24
25

26
27

26
27
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Schéma 11.9 : Protocole de I’optimisation des conditions extraction
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Chapitre 111 Resultats et discussions

Introduction :

Dans ce présent travail nous avons realisés en premier lieu ’extraction des biomolécules a
partir de deux plante de la familles Fabaceas (Retama Raetam et Calycotome Spinosa
) .Plusieurs techniques ont été utilisés .La caractérisation des produits obtenus a été effectue
par une analyse qualitative, soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant les
réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés, en utilisant des
réactions de coloration .En second lieu nous avons détermines les conditions optimales de
I’extraction a 1’aide du plan expeérience suivi d’'une modélisation mathématique du rendement
d’extraction en fonction des différents parametres étudiées (la concentration de solvant, le

temps, la puissance et le ratio liquide/solide et le rendement d’extraction (la réponse ).

111.1Screening phytochimique :

Les tests de caractérisation sont basés en partie sur I’analyse qualitative, soit sur la formation
de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de
complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration
Les résultats sont classés selon I’apparition en :
* Réaction trés positive : + + +
* Réaction positive : + +
* Réaction moyennement positive : +
* Réaction négative : -
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau

Tableau I11.1: Résultats de screening phytochimique pour les plantes étudiées.

Retama Raetam Calycotome Spinosa
Flavonoides i - ‘ ++ +++
Tanins + +++
Saponines ++ +

Les tests phytochimiques réalisés de la partie aérienne de différentes plantes ont révélé la richesse

en métabolites secondaires .
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Les flavonoides et les tanins existent dans toutes les extraits dont les extrait de calycotome
est fortement positif alors que les extrait de retama raetam sont moins positives les résultats
sont identique avec les résultat de [1]

Pourles saponines on a trouvé une présence plus ou moins abondante pour Retama Raetam et

moyennement positif dans la plante Calycotome Spinosa

Tableau 111.2: Résultats de screening phytochimique de caractérisation des alcaloides de
Retama Raetam

Retama raetam
partie de | Dragendorff Bouchardat | Mayer Photo
la plante
rameaux +++ ++ +
Racines + + -
Fleurs + + -

Tableau 111.3: Résultats de screening phytochimique de caractérisation des alcaloides de

Calycotome Spinosa

Calycotome spinosa
partie de fa | n 2 sendorff | Bouchardat | Mayer
plante
Racines — ++ +
Tiges T ++ ++
Feuilles ++ +* *
Fleurs + ) i

Pour la recherche des alcaloides on a fait les tests pour les différentes parties de la plantes
pour nous facilites 1’étape de ’extraction des alcaloides et d’apres les résultats obtenus il

ressort de cette analyse que les alcaloides sont présent au niveau de tout les extraits des
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plantes a I’exception de 1’extrait de fleurs et racines qui révele un test négative avec le réactif
Mayer dans la plante Rétama Raetam et aussi 1’extrait de fleurs donne un test négatif avec le
réactif Mayer et bouchardat dans Calycotome spinosa , et d’aprés les tests qui sont été fait
dans les différentes parties de la plantes on ressort que les rameaux de Retama Raetam et les
tiges de Calycotome Spinosa sont les plus riche en alcaloides Les résultats trouvez sont
semblables aux résultats trouvés par [1]et[2].

Remarque : on a rencontré un probléme de filtration avec le test pour les fleurs, peut étre

que ces résultats négatifs reviennent a ce probléme.

I11.2Extraction des huiles essentielles :

Nous avons fait I’extraction de I’huile essentielle de Rétama Raetam,et calycotome spinosa
par le montage d’hydrodistillation et on observe dans nos expérience que le résultat est nul
(absence de résidus d’huile) dans les deux plantes le résultat sont en accord aux résultats
trouvé par [3] sur la plante raetam contrairement avec les résultat de [4] qui ont mentionnée
que les huiles représente 8 %.

Les compositions chimiques des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation sont
nonanal (35,75%), -humuléene (29,29%), acétaldéhyde (7,84%),et Pour le calycotome les
résultats de[5]ne correspond pas a nos résultats.

La composition chimique de I'huile rapportée par [5] a été étudiée partiellement. ils ont
identifié 21 composés représentant 26% de la composition totale de 1’huile essentielle.

la composition totale de 1’huile essentielle. Cette dernicre est caractérisée principalement par
eicosane (1.5%), heneicosane (2,8%), pentacosane (2,6%), tétracosane (2,6%), tricosane
(1,9%), eugenol (1,8%), isoeugénol (1,8%), fenchone (1,8%).ces différences sont dues a
plusieurs facteurs : facteurs climatiques et environnementaux, a I’ organe de plante, la
situation géographique, I’ age, la période de la cueillette.

Le montage utilisé n’est pas adéquat pour cette expérience (Clenvger)[6].

I11.3Extraction des alcaloides avec les trois méthodes :
I11.3.1Alcaloides fixes :

I11.3.1.1Aspect des extraits brutes :

Tableau I11.4 : Aspect des extraits brutes d’alcaloides

Retama raetam
Méthode Stas-otto Par alcool acide

=

Résidu
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Calycotome Spinosa

Méthode

Stas-otto

Résidu

Par alcool acide

=S =

111.3.1.2Rendement d’extraction des alcaloides :

Tableau I11.5 :Rendement extraction des alcaloides

Retama raetam
Méthode Stas-otto Par alcool acide
Rendement 0.0725% 1.3705%
Calycotome Spinosa
Méthode Stas-otto Par alcool acide
Rendement 0.1295% 1.5725%

Les tests préliminaires réalisés au préalable ont permis de mettre en évidence la présence des
alcaloides dans toutes les différentes partie de deux plantes étudiées et fortement positive
L’extraction des alcaloides totaux de Retama Raetam et Calycotome Spinosa nous a permis
d'obtenir un extrait de couleur vert et vert foncé , pour 1’extraction d’alcool acide la présence
des alcaloides est fort 1.3705% et 1.5725%respectivement par rapport a 1’extraction en
milieu alcalin moyennement fort0.0725% et 0.1295%considérant que les étapes dans la
premiére méthode sont des étapes de purification Les principaux type alcaloides dans la plante
raetamSparteineAmmodendrineN-MethylcytisineDehydroretamine 5,6-Dehydrolupanine -
IsolupanineAnagyrine.

I11.4Extraction des polyphénols :

Les parties aériennes de la plante Calycotome Spinosa et Retama Raetam ont été soumises a
une macération , extraction par Soxhlet et MAE, aprés évaporation de 1’alcool, on obtient nos
extrait.

111.4.1Aspect des extraits brutes :
Tableau I11.6 : Aspect des extraits éthanoiques

Retama raetam
Soxhlet

Calycotome Spinosa
Macération Soxhlet

EAM

Macération EAM

éthanolique

Extrait

Extrait
éthanolique

Extrait
éthanolique

Extrait
éthanolique

Extrait
éthanolique

Extrait
éthanolique
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111.4.2 Rendement d’extraction des composés phénoliques :

Calcul du rendement :

Le pourcentage en composes phénoliques est calculé par la formule :

R(%)= (M/M0) x 100 M : Masse en grammes de |’extrait sec résultant

R : Rendement en (%) MO : Masse en grammes du matériel végétal de départ
Rendements des extractions obtenus aprés concentration des extraits hydro alcooliquematériel

végétal étudié sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau I11.7 : Rendement d’extraction des composés phénoliques par différentes méthodes

Retama raetam Calycotome spinosa
Méthode Extrait R % R %
Macération  Ethanolique  15.50% 16.47%
Soxhlet Ethanolique 12.40% 7.50%
EAM Ethanolique  20.60% 19.45%

Rendement %

Maceration Soxhlet E A M
| EEE Retama Raetam EEE Calycotome Spinosa |

Figure 111.1 : Rendement d’extraction des composés phénoliques par différentes méthodes

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que :

- Le rendement le plus élevé dans nos extraits éthanolique a été obtenu par la méthode
d’extraction avec EAM  dans les deux plantes Retam Raetam et Calycotome Spinosa avec
rendement de 20.60% et 19.45%respectivement suivie par la méthode d’extraction par la
méthode de macération 15.50% ,16.47%enfin par soxhlet avec des valeurs de 12.40% et
7.50%,

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites par
I’action extractive d’un solvant a la quantit¢ de ces substances contenues dans la maticre
végétale. Il est dépend de plusieurs parameétres tels que: le solvant, le pH, la température, le
temps d'extraction et la composition de I'échantillon [7].

D’aprés [7], I'utilisation combinée de I'eau et du solvant organique peut faciliter I'extraction

des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et / ou dans le solvant organique
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I11.5Extractionspécifique aux flavonoides :

Les parties aériennes de la plante Retam Raetam et Calycotome Spinosa ont été soumises a
une macération, extraction par Soxhlet et MAE ,aprés évaporation de 1’alcool, une extraction
liquide- liquide est faite pour la phase aqueuse avec trois solvants 1’acétate d’éthyle et le

butanol et dichlorométhane puis aprés 1’évaporation a sec.

I11.5.1Rendement d’extraction des flavonoides par affrontement de solvants :

L’extraction des différents flavonoides a été procedée comme suit :
= Extraction des aglycones ou les génines libres (phase chloroforme).
= Extraction des mono-glycosides et partiellement le di-glycosides (phase acétate d’éthyle).

= Extraction du reste de diglycoside et triglycosides (phase n-butanol).

Tableau 111.8 :Rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents solvants de
Retama Raetam

rendement d'extraction (Retama Raetam)
Solvant macération Soxhlet EAM
Dichlorométhane 2.60% 490%  2.98%
Acétate d'éthyle 5.50% 2.70%  3.12%
n-butanol 1.57% 0.90% 1.60%

retama raetam

Renderent %

. m

Maceéeration Soxhlet E A M

B EtOH 7020 BN Acctate d'ethyle
] Dichloromethane EEEEEET Acétate d'ethyle n-butanol

Figure 111.2 :Rendement d’extraction Spécifique au flavonoides par différente méthode de la
plante Retama Raetam

Tableau 111.9 :Rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents solvants de
Calycotome Spinosa

rendement d’extraction (Calycotome Spinosa )

Solvant macération Soxhlet EA M
Dichlorométhane 1.90% 2.30% 1.82%
Acétate d'éthyle 1.68% 0.50% 0.34%

n-butanol 0.01% 2.64% 3.76%
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Calycotome.spinosa

OJDI_LILD ‘D_H

Macération Soxhlet EAM

Rendement %

EEE Ethanol 70% EE Acétate d'ethyle
3 Dichloromethane EEEEE n-butanol

Figure 111.3 : rendement d’extraction spécifique aux flavonoides par différents solvants

Au vu des résultat des tableaux 111.8 et I11.9 les plantes sont riche en différents types de
flavonoides .Ces composés se sont confirmés par 1’apparition des colorations ,sur les deux
plante le rendement

-Dans la phase dichlorométhane de la méthode de soxhlet est plus élevé ( presque le double
)4.90% et 2.30% que ceux dans les deux autres méthodes MEA avec le valeurs suivant :
2.98% et 1.82% et la méthode de macération (2.60% ,1.90%)

- Dans la phase acétate d éthyle les rendements de la méthode Soxhletet EAM sont proche
pour Ratama (2.70% et 3.12% ) et (0.50% ,0.34%) pour Calycotome Spinosa et pour la
méthode de macération le rendement est élevé par rapport les méthode précédent
5.50% ,1.68%

-Dans la phase n-butanol de la plante retama raetam le rendement de I’extraction macération
et EAM est presque le méme (1.57%, 1.60% )et par I’extraction Soxhlet un peu faible avec
rendement de 0.90% et pour la plante Calycotome Spinosa le rendement dans la macération
et trés faible0.01% et les autres méthode presque proche (2.64% ,3.76%).

111.6 Dosage de polyphénols :

L’analyse quantitative des polyphénols totaux de 1’extrait aqueux de Retama Raetam et de
Calycotome Spinosa, a été déterminée a partir de I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide gallique comme standard. La quantité des
polyphénols a été rapportée en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ mg Ex).

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation:
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Dosage de composées phénoliques de différentes méthodes :

200 A~
150 -+

100 -+

TPC (g GAE g M)

Macération Soxhlet EAM

| N Retama Raetam EEEE Calycotome Spinosa |

Figure 111.5 : Teneur de composés phénoliques par différentes méthodes

A partir de la courbe d’étalonnage Figure 111.4, les résultats du dosage des polyphénols totaux
des extraits sont illustrés dans le tableau 111.10, Ces résultats indiquent clairement des
différences au niveau des teneurs. lls dévoilent également que la valeur la plus élevée est
observée dans I’extrait de Retama Raetam obtenue avec éthanol comme solvant dans trois
méthode la valeur de teneur des composes élevée dans la méthode EAM  (175.71
+2.09£1.29mg E AG/g MS)e, tandis quela valeur faible est observée dans de la méthode
desoxhlet142.60 £2.76et la valeur dans la méthode macération est de 155.13 £1.70

Pour Calycotome Spinosa la valeur élevée est aussi dans la méthode de EAM182.60 £1.29 mg
E AG/g MS et la faible valeur observée dans la méthode de macération 157.55 +2.87 et

162.03 +1.76 c est la valeur obtenu dans la méthode de Soxhlet.

I11.7Activité anti oxydante :

111.7.1Activité de piégeage des radicaux libres DPPH :

Le radical (DPPH) est utilisé pour déterminer la capacité antioxydante. En présence d'un
antioxydant, le (DPPH) est réduit en DPPH-H et son absorbance spectrophotométrique
diminue.

L'activité antioxydante est exprimée en pourcentage d'inhibition du radical (DPPH)
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Figure I111.6: Variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en extrait
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Figure 111.7: 1C50 de réduction du DPPH par les extraits

A partir de cette régression, nous avons déduit la valeur correspondante d’IC50 (concentration
inhibitrice de 50 %), qui correspond a la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% de radical DPPH. L’acide ascorbique est utilisé a titre de comparaison

D’apres la figure 111.6, les extraits présente une activité antioxydante inférieure a celle de
1’acide ascorbique

Alors La détermination de I’IC50 a été faite a partir de la courbe des tendances ,

111.7.1Test de la réduction du fer FRAP :

Les résultats de I’activité réductrice des extraits méthanoliques des plantes étudiées sont
représentés dans figure 1118.Nous constatons que la capacité réductrice est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration
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Absorbance 3 T00mn
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Figure 111.8 :Pouvoir réducteur en fonction de concentration des extraits de plantes

Concentration (my/mi)

N ﬂ
0,0 T T T

Retama Raetam Calycotome spinosa Vit C

Figure 111.9 :EC50 de réduction du fer par les extraits

La détermination de I’ECS50 a été faite a partir de la courbe des tendances,

111.80ptimisation des conditions d’extraction par la méthodologie de surfaces des
réponses

111.8.1La plante Retama Raetam :

111.8.1.1Tests préliminaires :

Les études préliminaires permettent la détermination des niveaux inférieurs et supérieurs des
variables du plan expérimentale utilisé a fin de sélectionner un intervalle approprié pour
I’extraction des CPT pour chaque variable indépendante. Les résultats des analyses

Le choix du solvant d'extraction est primordial, il joue un réle déterminant sur la quantité
ainsi que sur le type de composés phénoliques a extraire.

Selon les résultats obtenus dans le tableau 111.13 1’acétone est le solvant qui a donné la
meilleur teneur en polyphénols totaux et qui est de 164,75+ 1,9 mg EAG/g du a sa meilleur
sélectivité et sa faible viscosité [8] .Cependant, vue la toxicité de 1’acétone, 1’éthanol a été

sélectionné comme solvant d’extraction pour les essais de 1’étude préliminaire et pour les
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essais de MSR, d’autres études ont montré que 1’éthanol est le solvant adéquat pour
I’extraction des composés phénoliques [9].

Effet de la concentration de I’éthanol :

La teneur maximale en CPT (169,75+ 1,29 mg EAG/g) a été obtenue avec de I'éthanol a70%
qui est fixé pour les expériences de 1’étude préliminaire toute fois a partir des résultats de
I’étude statistique (Tableau 111.14), la gamme de concentration de 50-70% a été choisie pour

les essais de MSR.

Temps d’extraction :

Le temps de 5 min a été sélectionné pour les essais préliminaires, tandis que la gamme4-6min
a été choisie pour les essais de MSR.

Puissance :

La puissance des micro-ondes a été fixée a 500W pour les essais préliminaires, tandis que la
gamme 400-600 W a été choisie pour les essais de MSR.

Ratio solide/liquide :

La teneur en CPT augmente avec 1’augmentation du volume du solvant en raison d'un plus
grand gradient de concentration ce qui augmente le transfert de masse. En outre, le volume du
solvant doit étre suffisant pour assurer une immersion totale de I’échantillon [10].

A partir des résultats obtenus (Tableau 111.14), la gamme 15 a 25 ml a été choisie pour
I'optimisation MSR

111.8.1.2la méthodologie de surfaces des réponses :

La méthode de surface de réponse nécessite trois étapes :

- La construction du plan expérimental.

-La modélisation de réponse.

- Les représentations graphiques.

111.8.1.2.1Construction du plan expérimental :

L’optimisation de la méthode d’extraction est réalisée en employant le plan de Box-Behnken
de trois niveaux, pour évaluer I'effet combiné de quatre variables indépendantes : %solvant, le
temps, la puissance (MAE), et le ratio liquide/solide

- Laconcentration du solvant (50, 60 et 70%).

- Le temps d’extraction (4,5 et 6min).

- la puissance d’extraction (400, 500 et 600W).

- ratio liquide/solide d’extraction (15, 20 et 25).
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Tableau 111.14 : Les valeurs codées et les valeurs réelles correspondantes des parametres

d'optimisation utilisé dans I'analyse de la surface de réponse

Niveau (-1) 0) (+1)

Ethanol concentration( % ) 50 60 70
temps (min) 4 5 6
puissance (W) 400 500 600

ratio solide/liquide 15 20 25

111.8.1.2.2Construction du plan d’expérience Plan d’expérience Box- Behenken

Les rendements d’extraction obtenue dans les différentes conditions expérimentales, a partir

des 27 essais sont illustrés dans le tableau

Tableau 111.15: Plan d’expérience Box- Behenken pour 1’optimisation des conditions
d’extraction de la plante Retama Raetam

Essai EtOH Temps Puissanc  S/L

% e
1 50 5 500 25
2 60 4 500 25
3 60 6 500 25
4 70 6 500 20
5 70 5 400 20
6 70 5 600 20
7 50 5 500 15
8 50 4 500 20
9 60 6 500 15
10 60 5 400 25
11 50 6 500 20
12 60 4 500 15
13 60 5 600 25
14 50 5 600 20
15 60 5 600 15
16 60 4 400 20
17 70 5 500 15
18 70 4 500 20
19 60 4 600 20
20 60 5 400 15
21 60 6 400 20
22 60 5 500 20
23 70 5 500 25
24 50 5 400 20
25 60 6 600 20
26 60 5 500 20
27 60 5 500 20
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Les résultats démontrent que les rendements d’extraction varient de 19,13 a 25,63 mg, Ceci
confirme I’influence des paramétres étudiés (concentration du solvant, temps, puissance et

ratio) sur le rendement d’extraction .

111.8.1.2.3Analyse des résultats :
111.8.1.2.3.1Analyse de la variance (ANOVA) :

Predicted ws. Actual

28

26 |

24 _ |

Predicted

22

20 |

12 20 22 24 26 28

Actual

Figure 111.10 : Graphiques des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le
rendement d’extraction

111.8.1.2.3.2Coefficient de détermination R?

Selon la référence [11]le R%est un paramétre qui nous indique la validité du modéle étudié

la valeur de R?de ce modele est égale & 0,95 ce qui signifie qu’uniquement 5% des variations
ne sont pas expliquées par le model.

L’analyse de la variance de la régression montre que le model est trés significatif dont la
P-value est d’environ0.0001, inférieur a<0.05, ce qui confirme que le modéle est satisfaisante
[12].Et aussi pour la valeur de lack of fit égale a0.0606supérieure a 0,05 non significatif ce
qui confirme le modele est satisfaisante

Tableau 111.16 :Analyse de la variance pour 1’effet des facteurs sur le rendement d’extraction

Source Sumof Df Mean F- p-value
Squares Square value
Model 95.47 14 6.82 16.72  <0.0001  significant
Linéarité
A-EtOH 5.01 1 501 12.27  0.0044
B-Temps 8.74 1 874 21.42  0.0006
C-Puissance 1.62 1 1.62 3.97 0.0695
D-Liquide/solide 11.92 1 1192 29.23  0.0002
AB 1.09 1 1.09 2.68 0.1277
AC 12.85 1 1285 3151 0.0001
AD 17.94 1 1794 4397 <0.0001
BC 3.86 1 3.86 9.47 0.0096
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BD 19.54 1 1954  47.90 < 0.0001

CD 2.09 1 2.09 5.12 0.0430

A2 6.91 1 6.91 16.94  0.0014

B2 7.08 1 7.08 17.36  0.0013

o 1.72 1 1.72 4.22 0.0623

D2 3.35 1 3.35 8.20 0.0142

Residual 4.89 12 0.4079

Lack of Fit 4.83 10 0.4834 1590 0.0606 not
significant

Pure Error 0.0608 2 0.0304

Cor Total 100.36 26

R2 0,951233

Adjusted R2 0,894337

Predicted R2 0,721226

111.8.1.2.3.2Effets des facteurs :
L’analyse de la variance de la régression des coefficients consiste a analyser I’impact des
variables (X1, X2, X3 et X4) a p<0.05, afin de déterminer le degré d’influence des facteurs

(concentration du solvant, temps, puissance, ratio liquide/solide).

Effet linéaire :
Les trois facteurs ; concentration du solvant et temps et ration Liquide/solide des micro -
ondes influencent de maniere significative avec des valeurs de (P=0.0044 et 0.0006 et 0,0002)

Respectivement. Par contre I’influence de la puissance est non significative.

Effet d’interaction :

Les trois interactions (AC) et (AD) et (BD) sont hautement significatives (p<0.0001)les
interactions (BC) et (CD) sont significative a des valeurs de P (0.0096) et
(0.0430)respectivement. L’interaction (AB) est non significative p (0,1255).

Effet quadratique :

Les effets quadratiques influencent d’'une maniere significative sur 1’extraction avec des
valeurs de (P<0.00014) pour (A*A) et (B*B) de (P=0.0013 et

P=0.0142) pour (D*D). Et 1l y’a un seul effet quadratique (C*C ) qui n’est pas significatif
avec (p=0,062) .
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111.8.1.2.4Modéle mathématique :

La modélisation mathématique du rendement d’extraction en fonction des differents

parameétres est représentée par I’équation suivante qui montre la relation entre la concentration
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de solvant, le temps, la puissance et le ratio liquide/solide et le rendement d’extraction (la

réponse )

Rendement = 96,92 - 0,18EtOH + 1,75 Temps - 0,132 Puissance - 4,006 (Liquide/solide)
0,05(EtOH * Temps)+ 0,001(EtOH * Puissance)+ 0,042(EtOH * Liquide/solide) +
0,009(Temps * Puissance) + 0,442(Temps * Liquide/solide)+ 0,001 (Puissance *
Liquide/solide)

111.8.1.2.5Condition optimales :
Cette ¢étude montre qu’un modéle polynomial d’ordre deux complets peut modéliser
correctement le phénomeéne étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales,

Obtenues au niveau du domaine expérimental dans la figure 111.13

50 O < (=3

ACELEOIH s8. 192 B Temps S 778

I - I— — J —

AO0 &00 15 z2s

CPuissance = 518 .12 DLiquidessolide = 24.4553

——— | Desirability = 1.000

-
19213 >s5.63 Solution 1 out of 100

Rendement = 25.681

Figure 111.13 : Les conditions expérimentales optimales de la plante Retama Raetam

la méthodologie de surface de réponse a montré que les valeurs optimales de rendement
d’extraction est de 25,681 % avec une concentration de 1’éthanol est de 58,192 a un temps
de 5,77811 min et a une puissance de 518,12 W et ration liquide/solide de 24,4553 .

Optimisation des conditions d’extraction par la méthodologie de surfaces des réponses :

111.8.2 La plante Calycotome Spinosa :
111.8.2.1Tests preéliminaires

Les études préliminaires permettent la détermination des niveaux inférieurs et supérieurs des
variables du plan expérimentale utilisé a fin de sélectionner un intervalle approprié pour
I’extraction des CPT pour chaque variable indépendante. Les resultats des analyses

préliminaires de MAE sont représentés dans le tableau 111.17
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La nature de solvant :

Selon les résultats obtenus (tableaulll.17 ) 1’éthanol est le solvant qui a donné la meilleur
teneur en polyphénols totaux et qui est de 169+ 1,06 mg

Effet de la concentration de I’éthanol :

La teneur maximale en CPT (180.5+1.06 mg EAG/g) a été obtenue avec de I'éthanol a60%
qui est fixé pour les expériences de 1’étude préliminaire toute fois a partir des résultats de
I’étude statistique (Tableau), la gamme de concentration de 50-70% a été choisie pour les
essais de MSR.

Temps d’extraction :

Le temps de 4 min a été sélectionné pour les essais préliminaires, tandis que la gamme 3-5
min a été choisie pour les essais de MSR.

Puissance :

La puissance des micro-ondes a été fixée a 400W pour les essais préliminaires, tandis que la
gamme 300-500 W a été choisie pour les essais de MSR

Ratio solide/liquide :

la gamme 20 a 30 ml a été choisie pour l'optimisation MSR

111.8.2.2la méthodologie de surfaces des réponses :

La méthode de surface de réponse nécessite trois étapes :
- La construction du plan expérimental ;

- La modélisation de réponse ;

- Les représentations graphiques

111.8.2.2.1Construction du plan expérimental :

L’optimisation de la méthode d’extraction est réalisée en employant le plan de Box-Behnken
de trois niveaux, pour évaluer I'effet combiné de quatre variables indépendantes :
%solvant, le temps, la puissance (MAE), et le ratio solide -liquide

- Laconcentration du solvant (60, 70 et 80%).

- Le temps d’extraction (3,4 et 5min).

- la puissance d’extraction (300, 400 et 500W).

- ratio liquide/solide d’extraction (20, 25 et 30).

Tableau 111.18 :Les valeurs codées et les valeurs réelles correspondantes des parametres
d'optimisation utilisé dans I'analyse de la surface de réponse
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Niveau (-1) 0) (+1)

Ethanol concentration( % ) 60 70 80
temps (min) 3 4 5
puissance (W) 300 400 500

ratio solide/liquide 20 25 30

111.8.2.2.2Construction du plan d’expérience Plan d’expérience Box- Behenken :

Les rendements d’extractions obtenues dans les différentes conditions expérimentales, a partir

des 27 essais sont illustrés dans le tableau

Tableau I11.19 :Matrice du modéle de BBD et les valeurs expérimentales et prédites du plan
d’expériences

Essai EtOH% Temps Puissance S/L

1 70 6 400 20
2 70 6 400 30
3 80 5 400 20
4 60 4 400 25
5 70 5 500 20
6 70 5 400 25
7 70 4 400 20
8 70 5 400 25
9 80 4 400 25
10 60 5 400 30
11 60 5 400 20
12 80 6 400 25
13 70 4 300 25
14 70 5 500 30
15 80 5 300 25
16 70 6 300 25
17 60 5 300 25
18 70 5 300 20
19 60 6 400 25
20 80 5 500 25
21 60 5 500 25
22 70 6 500 25
23 70 5 300 30
24 70 4 500 25
25 80 5 400 30
26 70 5 400 25
27 70 4 400 30

Les résultats démontrent que les rendements d’extraction varient de 18.96 a 27.8 mg, Ceci
confirme I’influence des paramétres étudiés (concentration du solvant, temps, puissance et

ratio) sur le rendement d’extraction
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111.8.2.2.3Analyse des résultats :

111.8.2.2.3.1Analyse de la variance (ANOVA) :

Praicted

Predictedd w=_ S tuaal

Figure 111.14 :Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le
rendement d’extraction

111.8.2.2.3.2Coefficient de détermination R?:

Selon [11] le R2 est un parameétre qui nous indique la validité du modele étudié

la valeur de R? de ce modeéle est égale & 0,955 ce qui signifie qu’uniquement 5% des

variations ne sont pas expliquées par le model.

L’analyse de la variance de la régression montre que le model est trés significatif dont la

P-value est d’environ0.0001, inférieur a<0.05, ce qui confirme que le modéle est satisfait[12].

Et aussi pour la valeur de lack of fit égale a 0.5652hautement supérieure a 0,05 non

significatif ce qui confirme le modéle est satisfaisante.

Analyse de la variance pour I’effet des facteurs sur le rendement d’extraction :

Tableau 111.20 : Analyse de la variance pour I’effet des facteurs sur le rendement d’extraction

Source

Model
A-EtOH
B-Temps
C-Puissance
D-
Solide/Liquide
AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

BZ

Sum of Df
Squares
159.06 14
1.79
2.27
20.78
3.18

e e

4.86
0.6806
16.69
23.23
1.27
4.12
32.37
1.84

el e

Mean
Square
11.36
1.79
2.27
20.78
3.18

4.86
0.6806
16.69
23.23
1.27
4.12
32.37
1.84
72

F-value

18.48
291
3.69
33.80
5.18

7.91
1.11
27.14
37.79
2.06
6.70
52.66
2.99

p-value

< 0.0001
0.1140
0.0787
<0.0001
0.0420

0.0157
0.3134
0.0002
<0.0001
0.1769
0.0237
< 0.0001
0.1092

Significant
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o 35.54 1 3554 57.80 < 0.0001

D2 20.12 1 20.12 32.74 <0.0001

Residual 7.38 12 0.6147

Lack of Fit 6.25 10 0.6245 1.10 0.5652 not
significant

Pure Error 1.13 2 0.5659

Cor Total 166.44 26

R2 0.9557

Adjusted R2 0.9040
Predicted R? 0.7686

111.8.2.2.3.2 Effets des facteurs :

Effet linéaire :
Les deux facteurs ; puissance et ration Liquide/solide des micro-ondes influencent de

maniére significative avec des valeurs de (P=0.0001 et 0.00420) respectivement. Par contre
I’influence de concentration du solvant et temps est non significative avec des valeurs
(0,1140 ¢t 0,0787)

Effet d’interaction :
L’interaction (BC) est hautement significative (p<<0.0001)

les interactions (AD),(AB)et (CD) sont significatives a des valeurs de P (0.0002) et
(0.0157),(0,0237) respectivement. Les interaction (AC) et (BD)sont non significative avec des
valeurs p(0,3134) et (0,1769).

Effet quadratique :

les effets quadratiques influencent d’une manieére significative sur 1’extraction avec des
valeurs de (P<0.0001) pour (A*A) et (C*C) et (D*D), et Il y’a un seul effet quadratique(B*B)
qui n’est pas significatif avec (p= 0,1092).
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111.8.2.2.4 Modéle mathématique :

Rendement = -182.97 + 3.18EtOH + 13.85Temps + 0.29Puissance + 0.67(Solide/Liquide) -
0.11(EtOH * Temps) - 0.0004(EtOH * Puissance) + 0.04 (EtOH * (Solide/Liquide)) - 0.024
(Temps * Puissance) - 0.11 (Temps * (Solide/Liquide)) + 0.002 (Puissance* (Solide/Liquide))

111.8.2.2.5Conditions optimales :
La méthodologie de surface de réponse a montré que les valeurs optimales de rendement
d’extraction est de 28,2327 % avec une concentration de 1’éthanol est de 65,9342 a un

temps de 5,95752 min et a une puissance de 328,9312W et ration liquide/solide de 21,7114
(figure 111.17).

A L — T
60 80 < 6
AEtOH = 65.9342 B:Temps = 595752
300 500 20 30

C:Puissance = 328931 D:Solide/Liquide = 21.7114

- | Desirability = 1.000

18.96 >7.8 Solution 1 out of 97

Rendement = 28.2327

Figure 111.17 : Les conditions expérimentales optimales Calycotome Spinosa
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Conclusion générale

I’objectif de notre travail était de contribuer a I’extraction de deux plantes légumineuses
arbustives et Retama Raetam et Calycotome Spinosa , spontanées de la famille Fabaceae du

Sahara algérien . Deux axes ont était visés pour mener ce travail :

Le premier axe consiste a extraire quelques metabolites secondaires majoritaires (les huiles
essentielles, flavonoides, les composés phénoliques et les alcaloides).

Le deuxieéme axe consiste a I’optimisation des conditions d’extraction assistée par micro-
ondes des composés phénoliques a savoir : concentration du solvant, temps, puissance, er
ratio liquide/solide , en utilisant le plan d’expériences Box—Behnken.

La récolte des échantillons a été reéalisée a partir de deux sites différents BOUSEMGHOUN et
AL-KHAITER.

Les résultats obtenus sont comme suite :

A lissue du screening phytochimique, nous avons détecté la présence métabolites
secondaires : flavonoides, tanins, saponosides, alcaloides dans les différentes parties de deux

plantes étudiées.

L’obtention I’huiles essentielles de la partie aérienne de deux plantes Retama Raetam et
Calycotome Spinosa a été accomplie par hydro distillation a I’aide d’un dispositif classique
mais le résultat est nul, aucune trace d’huile.

L'extraction des alcaloides totaux par deux méthodes en milieu basique et acide a permis
d'obtenir des rendements qui sont différentes en fonction des solvants d'extraction et méthodes
utilisés, rendement massique de 0.07% et 1.37% pour Retama Raetamet 0.12%, 1.57% pour
Calycotome Spinosa

Pour les composés phénoliques nous avons fait une étude comparative de trois techniques
d’extraction des composés phénoliques, et pour cela on a choisi deux techniques classique (
maceération et soxhlet) et une technique verte ( extraction assistée par micro-ondes),

La comparaison porte sur le rendement d’extraction et la teneur de polyphénols totaux
L’extrait obtenu par EAM a donné le rendement et la teneur les plus élevées

(20.6% ; 175.71 £2.09) pour Retama Raetam, et(19.45% ; 182.60 +£1.29) pour Calycotome

Spinosa
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Pour les flavonoides nous avons fait une étude comparative de différents solvants
(dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol) par les trois méthodes précédentes. La
comparaison porte sur le rendement d’extraction

L’extraction par macération en présence du solvant 1’acétate d’éthyle a donné le rendement
le plus élevé ( 5.5%) pour RetamaRaetam, et I’ extraction assistée par micro-ondes en
présence du n-butanol comme solvant a donné le rendement le plus élevé( 3.76%) pour
CalycotomeSpinosa .

De méme les résultats de cette études ont révélés que les extraits des deux plantes ont une
activité antioxydante , ceux obtenu par micro onde ont exercés une bonne activité
antiradicalaire vis —a vis du radical DPPH et une bonne activité réductrice du FER FRAP .
Les résultats d’optimisation en utilisant le plan d’expériences Box—Behnken montrent que

les valeurs expérimentales obtenues sont tres proches aux valeurs prédites, ce qui confirme

la validité des modeles mathématiques pour les deux plates étudiées :

Le modele mathématique de la méthodologie de surface de réponse a montré que les valeurs
optimales de rendement d’extraction de la plante retama ractam est de 25,681 % avec une
concentration de 1’éthanol est de 58,192 a un temps de 5,77811 min et a une puissance de
518,12 W et ration liquide/solide de 24,4553 .

Et pour calycotome spinosa le rendement d’extraction est de 28,2327 % avec une
concentration de [’éthanol est de 65,9342 a un temps de 5,95752 min et a une puissance de

328,9312W et ration liquide/solide de 21,7114.
Enfin, sur le plan de perspective, afin de d’approfondir ce travail, il serait souhaitable

e Déterminer la composition chimique des extraits étudiés

e Optimisation de conditions étudié¢es déja pour d’autres réponses telles que TPC TF et
I’activité anti oxydante

e Optimiser d’autres facteurs qui peuvent influencer I’extraction tel que PH,
Temperature

o Elargir cette étude sur d’autres espéces de légumineuses de différentes régions
d’Algérie
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Résumé :

Retama Reteam et Calycotome Spinosa sont deux plantes appartenant a la famille des Fabacées qui sont
riches en composés de métabolites secondaires.

Ce travail consiste tout d'abord a extraire de ces deux plantes les composes alcaloides, flavonoides,
tanins et phénoliques, en utilisant trois types d'extraction (soxhlet et macération et micro-ondes). Ce
travail a été mené pour déterminer les conditions optimales d'extraction, en appliquant le plan
expérimental de Box-Behenken. Les modéles mathématiques de la méthodologie de la surface de
réponse ont montré que les valeurs optimales de rendement d'extraction de la plante retama raetam sont
de 25.681% avec une concentration d'éthanol de 58.192 & un temps de 5.77811 min et a une puissance
de 518,12 W et un rapport liquide / solide de 24.45553. et pour le calycotome spinosa, le rendement
d'extraction est de 28,2327% avec une concentration d'éthanol de 65,9342 & un temps de 5,95752 min et
a une puissance de 328,9312W et un rapport liquide/solide de 21,7114.

Mots clés : Box-Behenken. Fabaceae , Méthodes d’extraction , optimisation , les composés phénoliques,
micro — ondes .

Abstract :

Retama Reteam and Calycotome Spinosa are two plants belonging to the Fabaceae family which are
rich in secondary metabolite compounds.

This work consists first of all in extracting from these two plants the alkaloid, flavonoid, tannin and
phenolic compounds, using three types of extraction (soxhlet and maceration and microwave). Was
conducted to determine the optimal extraction conditions, applying the Box-Behenken experimental
plan. The mathematical models of the response surface methodology showed that the optimal values of
extraction yield of the retama raetam plant is 25. 681% with an ethanol concentration is 58.192 at a time
of 5.77811 min and at a power of 518.12 W and liquid / solid ration of 24.45553. and for calycotome
spinosa the extraction yield is 28.2327% with an ethanol concentration is 65.9342 at a time of

5.95752 min and at a power of 328.9312W and liquid / solid ration of 21,7114.

Key words : Box-Behenken ,fabaceae , extraction methods , optimization , phenolic compounds,

microwave.
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