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I. Stress oxydatif 

L’oxygène (O2 ou dioxygène) est indispensable à la vie, comme étant nécessaire à la respiration 

cellulaire chez les organismes aérobies (plantes, champignons, animaux et bactéries aérobies) 

par l’intermédiaire de la chaîne de transport d’électrons, comme celle des mitochondries des 

cellules eucaryotes (Baudin, 2020). Cependant, il est susceptible d’entraîner des effets 

dommageables dans l’organisme via la formation de radicaux libres et d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) que par lui-même (Goudable, 1997). La majeure partie de la toxicité de l’O2 

provient de la formation de radicaux libres, qui sont des espèces contenant un ou plusieurs 

électrons non appariés, dits électrons célibataires (Baudin, 2020).  

 

I.1. Stress oxydatif  

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) sont présentes dans la cellule à des doses 

raisonnables : leur concentration est régulée par l’équilibre entre leur taux de production et leur 

taux d’élimination par les systèmes antioxydants (Halliwell et al., 1989). A l’état quiescent la 

balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Cependant cet équilibre redox peut être 

rompu, soit par une production excessive d’ERO, soit par une diminution des capacités 

antioxydants. On parle alors de stress oxydant. Un tel déséquilibre peut être provoqué de façon 

régulée par l’activation de systèmes de production d’ERO. La réponse antioxydant est alors 

efficace pour compenser cette production et le déséquilibre est transitoire. En revanche, dans 

certaines situations pathologiques (cancer), la production d’ERO est plus importante et 

prolongée, et la réponse antioxydant insuffisante. Le déséquilibre est durable (Haleng et al., 

2007).  

Cette rupture de l’homéostasie rédox peut avoir plusieurs origines : stress d’origine exogène 

(agents environnementaux pro-oxydants), intoxication aux métaux lourds, irradiations, carence 

en antioxydants apportés par l’alimentation ou anomalies génétiques (Migdal et Serres, 2011). 

 

I.2. Radical libre   

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possèdent un ou plusieurs électrons 

non apparies sur leur couche extrême. Ce sont des espèces chimiques, qui peuvent être formées 

par la perte ou le gain d’électrons a partir d’un compose non radical. Ils peuvent aussi apparaitre 

au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente après laquelle chaque atome 

conserve un électron et devient un radical libre (Haliwell et Gutteridge, 1989). Ce sont des 
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espèces chimiques instables, très réactives, et possèdent un temps de demi-vie extrêmement 

court (10-9 – l0-6 S) (Tessier et Marconnet, 1995). Un radical libre aura toujours tendance à 

remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en 

oxydant un autre composé (Système redox) (Goudable, 1997). 

Leurs natures instables les rendent très réactifs vis-à-vis de substrats biologiques et capables 

d’induire des modifications oxydatives délétères potentiellement impliquées dans l’apparition 

de pathologies (Haleng et all., 2007).  

Les principaux radicaux libres entrant dans les processus physiopathologique humaines sont 

l’anion superoxyde (O2 
•-), ou le radical hydroxyle (OH•), soit des molécules comme le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) ou l’oxygène singulet (1O2 ) (Delattre et al.,2005). 

 

I.2.1.   Origine des espèces réactives de l'oxygène 

Les radicaux libres peuvent être d’origine exogène : produits des radiations (rayon X et lumière 

UV), polluants de l’air (N, NO2), solvants organiques, anesthésiques, pesticides, drogues, 

xénobiotiques et hyperoxie. Lorsqu’ils sont d’origine endogène, ils sont produits en majorité, 

au niveau des chaines respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies. La 

quasi-totalité de l’oxygène moléculaire à l’intérieur de la mitochondrie est réduit au cours du 

transport des électrons dans le bilan énergétique permet la phosphorylation de l’ADP en ATP. 

L’oxygène moléculaire subit globalement une quadruple réduction et  protonation, conduisant 

à la formation d’eau : 

O2 + e-  O2
-• 

O2
-• + e- + 2H+   H2O2 

H2O2 + e- + 2H+  HO• + H2O 

HO• +e-H+  H2O 

O2 + 4H+ +4e-  2 H2O
 

 

Environ 98 % de l’oxygène parcourt cette voie, mais la fraction restante s’en échappe, au cours 

de réduction monovalentes successives, et apparait sous forme d’espèce réactives (Tessier et 

Marconnet, 1995). Dans cette chimie particulière, les métaux de transition, comme le Fe2+ et le 

Cu2+, agissent comme catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle (Delattre et al.,2005). 

D’autres sources, cytosoliques ou présentes au sein de différents organites ont été rapporté aussi 

(Delattre et al., 2005). Les étapes de la réduction de l’oxygène et la formation des intermédiaires 

partiellement réduits sont détaillées dans le tableau I .1. 
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Tableau I .1-Origine des espèces réactives de l’oxygène :  réduction de l’oxygène et 

formation des intermédiaires partiellement réduits. 

Réduction tétravalente de l’oxygène O2+ 4é +4H+  2H2O 

O2
•• Anion superoxyde O2 + 1é  O2

•• 

H2O2 Peroxydes d’hydrogène 2O2
•• + 2H+ → H2O2 + O2 

•OH Radical hydroxyle H2O2 + Fe2+  •OH + Fe3+ + OH- 

H2O2 + H2O2  2H2O + O2 

H2O2 +2GSH  2H2O + GSSG 

RO2
• Radical peroxyle R• + O2  RO2

• 

RO2H Hydroperoxyde RO2
• + RH  RO2H + R• 

RO• Radical alkoxyle RO2H + Fe2+  RO• + Fe3+ + OH- 

 

I.2.2.  Principaux espèces réactives d’oxygène  

- Anion superoxyde O2–•  

Le radical superoxyde O2
-. est la première espèce réactive de l’oxygène formée. Il 

provient du fait que l’oxygène dans son état fondamental possède 2 électrons non appariés 

et doit recevoir un électron à la fois, ce qui est le cas lors de la fuite d’électrons de la 

chaîne respiratoire. Le radical superoxyde peut agir comme un oxydant ou un réducteur. 

Cependant son taux de réaction avec les lipides, l’ADN ou les protéines est assez lent. En 

revanche il est capable de diffuser à travers les membranes et donc son action n’est pas 

restreinte à la mitochondrie. Le radical superoxyde est capable de réagir avec l’ion 

ferrique Fe3+ pour donner l’ion ferreux Fe2+ et de l’oxygène. 

O2 
-. + Fe3+ = Fe2+ + O2 

D’autre part, il peut se dismuter soit spontanément soit de manière enzymatique et mener 

à la formation du peroxyde d’hydrogène H2O2, une espèce non radicalaire. Il possède 

un caractère nucléophile, sa durée de vie est courte en milieu aqueux en raison de la 

compétition entre les réactions de réduction et de dismutation (Fridovich, 1975). 

- Peroxyde d’hydrogène H2O2   

La principale production de H2O2 résulte de la dismutation de l’O2
•- par la superoxyde 

dismutase selon la réaction suivante : 

2O2
2•- + 2H+ → H2O2 + O2 
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Le peroxyde d’hydrogène diffuse rapidement à travers les membranes cellulaires. Il est 

possible qu’il soit éliminé en O2 et H2O par l’action de la catalase soit par action directe 

après interaction avec certaines biomolécules, soit par action indirecte en étant le 

précurseur des radicaux hydroxyles OH•. Il possède des propriétés oxydantes et 

réductrices au même temps, peu réactif en l’absence de métaux de transition (Bensakhria, 

2014). 

- Radical hydroxyle OH•   

Le radiacal hydroxyl est l’espèce la plus réactive. Il peut être généré de plusieurs 

manières (Afonso et al ., 2007):  

 La réaction de Fenton : Décomposition de H2O2 en présence de métaux Mn+ 

comme le Fe II ou le Cu I, le Co II, le Ti III ou le Cr V selon la réaction 

suivante : 

Mn+ + H2O2 → •OH + OH- + M(n+1) + 

M(n+1) + + O2
•- → Mn+ + O2 

 La réaction d’Haber-Weiss : Interaction de H2O2 avec O2
•- selon la réaction 

suivante:  

O2
•- + H2O2 → •OH + OH- + O2 

 Coupure homolytique de H2O2 sous l’influence de rayonnements UV 

 Réaction de l’acide hypochloreux avec l’O2
•- .  

 Décomposition des ions peroxynitrites (ONOO-). La durée de vie des 

radicaux hydroxyles est <10-6 sec, ils réagissent avec les molécules 

environnantes et non pas à distance (Bensakhria, 2014). Ces derniers initient 

des réactions d’oxydation selon trois voies (Afonso et al ., 2007) :  

 Transfert de charge :  Fe2+ + OH°→ OH- + Fe3+ 

 Arrachement d’un atome d’hydrogène : 

                                              +NH3-CH2-COO- + OH° → (°+NH2-CH2-COO-  + NH3-
°CH-COO- ) + H2O 

 Addition sur les doubles liaisons : 

>C=C< + OH° → - C(OH)-C°- 
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I.2.3.   Cibles des ERO et pathologie associée au stress oxydant  

Dans les systèmes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de manière 

continue. Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont particulièrement 

affectées par les radicaux libres, entrainant une grande réactivité de ces espèces chimiques vis 

à vis des lipides, des protéines et de l'ADN. C'est pourquoi les effets des radicaux libres sont 

retrouvés dans tout l'organisme et dans des pathologies très variées (Goudable, 1997). Plusieurs 

pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont été recensées : maladies 

cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et le cancer (oxydation de l’ADN), diabète (obésité, 

syndrome métabolique) (Defraigne, 2005 ; Vincent et Taylor , 2006). Les Principales cibles 

biologiques des ERO sont l’acide désoxyribonucléique, les protéines et les lipides 

membranaires. 

- L’acide désoxyribonucléique ou ADN   

Le radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants de la molécule 

d'ADN, d'endommager les bases puriques et pyrimidiques et aussi le désoxyribose. La 

lésion de l'ADN la plus étudiée est la formation de 8-OH-G. Les modifications 

permanentes du matériel génétique résultant de ces dommages oxydatifs représente la 

première étape impliquée dans la mutagenèse, la carcinogenèse et le vieillissement 

(Haleng et al., 2007).  

 

- Les protéines  

Les acides aminés possèdent des susceptibilités différentes vis-à-vis des ERO. Les plus 

réactifs sont l’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque 

radicalaire d’un acide aminé provoquera l’oxydation de certains résidus avec, pour 

conséquences, l’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaînes 

peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaînes. La plupart des dommages sont 

irréparables et peuvent entraîner des modifications fonctionnelles importantes (non 

reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines 

protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les 

cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).  

Les modifications oxydatives des protéines par les ERO provoquent l’introduction d’un 

groupement carbonyle dans la protéine. Ces réactions d’oxydation sont fréquemment 

influencées par les cations métalliques comme le Fe2+ ou le Cu2+. Les réactions 

d’oxydation de protéines peuvent être classées en deux catégories : d’une part, celles qui 

coupent les liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les 
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modifications des peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique. De 

telles modifications conduisent généralement à une perte de fonction catalytique ou 

structurale des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles à l’action 

des protéases et sont donc éliminées (Armstrong, 2002). 

- Les lipides membranaires   

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO. Plus l’acide gras est 

insaturé et plus il est susceptible d’être peroxydé. Il s’agit d’un enchaînement de réactions 

radicalaires organisées en trois phases successives. La phase d’initiation consiste en la 

création d’un radical d’acide gras (L•) à partir d’un acide gras (LH) par soustraction d’un 

atome d’hydrogène. Cette déshydrogénation peut être provoquée par un initiateur 

radicalaire tel que le OH• et le HOO•. Le radical lipidique L• subit ensuite un 

réarrangement moléculaire pour donner un radical avec une structure diène conjugué, plus 

stable, qui peut réagir avec une molécule d’O2 et former un radical peroxyle (LOO•). Ce 

radical est suffisamment réactif pour arracher à nouveau, un hydrogène à un acide gras 

polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. Chaque radical L• peut être à l’origine 

d’une centaine de molécules d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de 

terminaison dans laquelle le radical peroxyle (LOO•) recontre deux radicaux libres et la 

formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du radical avec une 

molécule antioxydante (Spiteller, 1998).  

 

I.3.  Antioxydants et systèmes de défense : 

Un antioxydant est une espèce chimique plus ou moins complexe qui réduit le stress oxydant 

au sein de l’organisme ; c’est un groupe hétérogène composé de systèmes antioxydants 

endogènes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols. Un 

antioxydant peut : prévenir la synthèse de radicaux libres en inhibant l’initiation des chaines 

réactionnelles ou désactiver directement les ERO (Desmier, 2016). Les antioxydants peuvent 

être classés selon leurs modes d’actions : systèmes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes 

oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres  

 

 I. 3. 1.  Antioxydant enzymatique  

Pour contrôler la production permanente des ERO, les organismes vivants possèdent des 

systèmes de défense qui les protègent contre les dommages des ERO. Ces défenses permettent 

de maintenir la concentration en espèces radicalaires à un taux basal (homéostasie 
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physiologique). En effet, elles possèdent une grande affinité pour les ERO, avec lesquelles elles 

réagissent très rapidement pour les neutraliser (Soulère et al., 2002). Les principaux 

antioxydants enzymatiques sont : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion 

peroxydase (GPX). 

-  La superoxyde dismutase (SOD)  

  Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en eau 

 oxygénée H202 (Soulère et al., 2002). 

O•
2

- + O•
2

- + 2H+  H2O2 + O2 

Cependant, le peroxyde d'hydrogène est diffusible et dangereux à distance. La synthèse des 

SOD subit un rétrocontrô1e négatif par les fortes concentrations de  peroxyde 

d'hydrog6ne. L'activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et à un 

moindre degré en zinc (Goudable, 1997).  

a. La catalase  

 La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les 

 peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H2O2 (généralement 

 produit par la SOD).  

2 H2O2 → 2 H2O + O2 

 Elles n'éliminent pas la totalité du peroxyde d'hydrogène, mais leur rô1e est très 

 important surtout en présence d'ions ferreux, en permettant d'éliminer l'excès de 

 peroxyde d'hydrogène afin que la réaction de Fenton ne puisse pas s'amplifier. Elles 

 sont quantitativement moins efficaces que le système les glutathion peroxydases 

 (Goudable, 1997). 

b. La glutathion peroxydase (GPX)  

  Les enzymes de cette famille sont Selenium (Se)-dépendante. La glutathion  peroxydase 

(GPX) est présente dans le cytoplasme où elle joue un rôle majeur dans la régulation de 

l’état redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction 

des hydroperoxydes (H2O2), et des peroxydes lipidiques en  utilisant le glutathion réduit 

(GSH) comme donneur d’hydrogène (Reddy et al., 1982).  

2 GSH + H2O2 → GSSG + 2 H2O 

 

I. 3. 2.  Antioxydant non enzymatique  

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E, la vitamine C, 

les caroténoïdes et l’acide urique. Ces molécules vont interrompre la chaîne de réaction 

radicalaire (Cadenas, 1989).  
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a.  Le glutathion  

- Le glutathion est un tri-peptide formé par la condensation d'acide glutamique, de 

cystéine et de glycine : y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine. Il est particulièrement 

important car c’est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Halliwell and 

Gutteridge, 1999). Il peut également régénérer la vitamine E (Reddy et al., 1982) et 

réagir avec les radicaux HO. et O2 - directement et ainsi casser la chaîne d’oxydation 

(Hermes-Lima, 2005) selon :   

GSH + •OH → GS• + H2O 

2GS• → GSSG 

La maintenance d’un niveau élevé de glutathion est donc essentielle pour prévenir 

d’éventuels dégâts oxydatifs (Halliwell and Gutteridge, 1999). 

 

b. La vitamine E  

- La vitamine E ou α-tocophérol (Figure I .1), est un antioxydant liposoluble capable 

d’empêcher ou d’arrêter la propagation de la peroxydation lipidique. 

 

Figure I .1- vitamine E 

Elle agit in vivo et in vitro en neutralisant les radicaux libres, devenant elle-même un 

toxique. La réduction de la vitamine E oxydée est assurée par la vitamine C. Les 

concentrations de ces deux vitamines sont donc nécessairement liées pour la protection 

contre la peroxydation lipidique (Goudable, 1997).  
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c. Les caroténoïdes  

- Les caroténoïdes sont des molécules liposolubles produites par les organismes photo-

autotrophes et qui doivent être acquis par l’alimentation chez les animaux. Leur 

potentiel antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré très 

tôt (Monaghan et Schmitt, 1932). De façon formelle, tous les caroténoïdes dérivent 

d’une structure linéaire (C40H56) avec de nombreuses doubles liaisons Le chef de file 

des caroténoïdes est cependant le β-carotène, également appelé provitamine A car, 

après hydrolyse hépatique, il donne naissance à deux molécules de vitamine A 

(Haleng et al., 2007).   

 

d.  La vitamine C  

La vitamine C ou acide L-ascorbique (Figure I .2) est une molécule soluble dans l’eau. 

Elle est synthétisée par les plantes et la plupart des animaux, excepté chez certains 

mammifères tels que l’homme. C’est une molécule antioxydante capable de réagir 

directement avec tous les ROS réduisant ainsi la peroxydation lipidique et les dommages 

aux protéines et à l’ADN. La vitamine C a également un pouvoir antioxydant indirect en 

recyclant les caroténoïdes et la vitamine E. D’un autre côté, la vitamine C permet le 

recyclage de Fe3+ en Fe2+ favorisant ainsi la réaction de Fenton et a donc de manière 

indirecte une action pro-oxydante (Goudable, 1997). 

 

Figure I .2- vitamine C ou acide ascorbique 

 

I. 3. 3.  Les antioxydants phénoliques de synthèse  

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des 

antioxydants naturels (hémisynthèse ou mime de structures naturelles). Le but de ces synthèses 

est l’amélioration de l’activité antioxydante, la biodisponibilité et le coût des molécules 

(Vacaresse, 2001). Les principaux composés sont :  
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- Trolox®  

Trolox ou l'acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tétraméthylchroman-2-carboxylique (Figure I .3) 

est l’exemple classique d'antioxydant synthétique dérivé de la vitamine E, cette 

molécule est souvent utilisée comme antioxydant de référence (Vacaresse, 2001).  

 

 

Figure I .3- trolox 

 

- Probucol 

Probucol un hypolipidémiant (Figure I .4). Ses propriétés antioxydantes et 

antiathérogènes ont été étudiées in vivo, il inhibe la formation de la plaque d’athérome 

chez le lapin (Witting ,2000).  

 

Figure I .4- probucol 

 

- BO-653  

BO-653 ou le 2,3-dihydro-5-hydroxy-2,2-dipentyl-4,6-ditertiobutyl-benzofurane 

(Figure I .5), un composé avec une activité antioxydante meilleure que celle de l’α- 

tocophérol et du probucol (Noguchi et Nikie, 2000).  

 

Figure I .5- BO653 
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II. Polyphénols 

 

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement présente dans le règne végétal. 

Ces composés sont le produit du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont caractérisés par 

la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins 

complexes généralement de haut poids moléculaire (Richter, 1993).  Ces composés phénoliques 

englobent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules divisées en une dizaine de classes 

chimiques (Martin et Andriantsitohaina 2002). Les polyphénols ont un rôle très important, ils 

participent aux réactions de défense face à différents stress biotiques ou abiotiques (pathogènes, 

rayonnements UV…) (Druzynka B et al ., 2007).  

 

II.1.  Classification des polyphénols  

Les polyphénols présentent tous un point commun : la présence d'au moins un cycle aromatique 

à 6 carbones (phénol) lui-même porteur d'une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH). On 

distingue plusieurs familles de molécules dont la structure est relativement proche (Zerargui, 

2015). Les polyphénols sont communément subdivisés en plusieurs groupes (Macheix et al., 

2006). 

 

Figure II .1-Classification des polyphénols (Macheix et al., 2006). 

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoïdes) forment le groupe des 

composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al., 2005).  
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- Acide phénolique  

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples, deux grands groupes sont 

retrouvés : les acides hydroxybenzoïques et les acides hydroxycinnamiques. 

- Acides hydroxybenzoïques 

Les acides hydroxybenzoïques sont dérivés de l’acide benzoïques et ont une formule de 

base de type C6-C1 (Figure II .2). Les acides hydroxybenzoïques existent fréquemment 

sous formes d’esters ou de glycosides. Les principaux acides   hydroxybenzoïques 

retrouvés dans les végétaux sont les acides phydroxybenzoïque, protocatéchique, 

vanillique, gallique et syringique (Boubekri, 2014). 

 

Figure II .2- Quelques exemples de structures chimiques des acides hydroxybenzoïques 

 

- Acides hydroxycinnamiques  

 Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe très importante dont la 

 structure de base C6-C3 dérive de celle de l’acide cinnamique (Figure II .3). Le degré 

 d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions 

 secondaires sont un  des éléments importants de la réactivité chimique de ces 

 molécules. De plus, l’existence d’une double liaison dans la chaîne latérale conduit à 

 deux séries isomères (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés biologiques peuvent 

 être différentes. Les formes trans sont cependant naturellement prépondérantes 

 (Boubekri, 2014). 

 Ces composés ont une distribution très large. Rarement libres, ils sont souvent 

 estérifiés (Afanas'ev I.B. et al . 1989) et peuvent également être amidifiés ou combinés 

 avec des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que l’acide 

 quinique (Beta et al. 2005).  
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Figure II .3- Quelques exemples de structures chimiques des acides hydroxycinnamiques 

 

- Flavonoïdes  

Les flavonoïdes représentent la majorité des composés phénoliques qui sont caractérisés 

par leur faible poids moléculaire. Plus de 4000 flavonoïdes sont responsables de la 

pigmentation des plantes, comme les anthocyanosides donnant la coloration rouge ou bleu 

ainsi que les chalcones, les aurones et les flavonols qui ont la couleur jaune (Heim et al., 

2002). 

Tous les flavonoïdes possèdent la même structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent 

quinze atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B à 

six atomes de carbones (Figure II .4) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui 

peut ou non être une partie d'un troisième cycle C (Boubekri, 2014). 

 

Figure II .4- Structure de base des flavonoïdes 

Les principales classes des flavonoïdes sont : les flavonols les flavones, les flavanones, 

les flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques 

structurelles par la diversité fonctionnelle autour de l’oxygénation de l’hétérocycle 

(Tableau II .1). 
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Tableau II .1-  Principales classes des flavonoïdes (Heim et al., 2002) 

Classe Structure générale Flavonoide Substituants 

flavanol 

 

Catéchine 

epicatéchine 

3, 5, 7, 3’, 4’-OH 

3, 5, 7, 3’,4’-OH 

Flavone 

 

Chrysine 

Apigenine 

Rutine 

Luteoline 

5,7-OH 

5, 7, 4’-OH 

5, 7, 3’, 4’-OH, 3- 

rutinose 5, 7, 3’, 4’-OH 

Flavonole 

 

Kaempferole 

Quercétine 

Myricetine 

Tamarixetine 

3, 5, 7, 4’-OH 

3, 5, 7, 3’, 4’-OH 

3, 5, 7, 3’, 4’, 5’-OH 

3, 5, 7, 3’-OH, 4-OMe 

Flavanone  

 

Naringene 

Naringenine 

Taxifoline 

5,4’OH,7rhamnoglucos

e 

5, 7, 4’-OH 

3, 5, 7, 3’, 4’-OH 

Isoflavone 

 

Genistine 

Genisteine 

Daidzine 

Daidzeine 

5, 4’-OH, 7-glucose 

5, 7, 4’-OH 

4’-OH, 7-glucose 

7, 4’-OH 

Anthocyanidine 

 

Apigenidine 

Cyanidine 

5, 7, 4’-OH 

3, 5, 7, 4’-OH, 3, 5-OMe 
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- Stilbène  

Les membres de cette famille possèdent la structure C6-C2-C6, avec un cycle A portant 

deux fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions 

hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et para (Figure II .5). Les deux noyaux 

aromatiques sont reliés par une double liaison, formant un système conjugué. Ils sont 

généralement isolés des plantes sous formes hydroxylés, méthylés, esterifiés, glycosylés 

ou même prenylés. Leur solubilité est négligeable dans l’eau et accrue dans la plupart des 

solvants organiques (Boubekri, 2014). Les stilbènes sont des phytoalexines, composés 

produits par les plantes en réponse à l'attaque par les microbes pathogènes fongiques, 

bactériens et viraux (Crozier et al., 2006). 

 

Figure II .5-Structure de  stilbene 

 

- Coumarine  

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-

2-pyrone.  Ce sont des composés phénoliques cyclisés (Figure II .6) qui dérivent des 

acides t-cinnamique et p-coumarique pour la majorité d’entre eux (Boubekri, 2014). 

Outre la structure de la coumarine, ces composés ont la particularité d’être hydroxylés en 

7. Les substitutions les plus fréquentes se font en 7 et 8 avec essentiellement des 

hydroxylations ou des méthoxylations.  

 

Figure II .6- Structure chimique de la coumarine 
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Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur 

concentration mais aussi suivant l’espèce. Dans la cellule, les coumarines sont 

principalement présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de 

stockage permettant d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la 

croissance. Elles sont considérées comme des phytoalexines (Boubekri, 2014). 

 

-   Tanins : 

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante 

très puissante due au piégeage de O2●- grâce aux différents groupes phénoliques (Madi, 

2018).  Selon la structure, on distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condensés. 

- Tanins hydrolysables : Les tanins hydrolysables ou acides tanniques 

(Figure II .7) sont des polymères de l’acide  gallique ou de son produit 

de condensation ; l’acide ellagique. Ils ont un poids  moléculaire plus 

faible (Boubekri, 2014 ; Madi, 2018). 

 

Figure II .7- Exemple des tanins hydrolysables 

 

- Tanins condensés : Les tanins condensés (proanthocyanidines ou 

procyanidines) sont des polyphénols de masse molaire élevée (Figure II .8). 

Ils résultent de la polymérisation auto oxydative ou  enzymatique des 

unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8 ou C4-
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C6 des unités adjacentes, ou bien des liaisons C4-C8 avec une liaison d’éther 

additionnelle entre C2 et C7 (Boubekri, 2014 ; Madi, 2018). 

 

Figure II .8- Exemple des tanins condensés 

 

 

II.2. Rôle et intérêt des composés phénoliques  

Les bienfaits des polyphénols sur la santé, notamment grâce à leur pouvoir antioxydant mais 

aussi dans la prévention ou le traitement de nombreuses pathologies comme les cancers, les 

maladies cardiovasculaires ou dégénératives, ont été rapportés dans la littérature (Nsemi, 2018). 

Le tableau 3 résume les principaux rôles des polyphénols dans la protection contre certaines 

maladies (François M, 2010). 
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Tableau II .2- Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans l’organisme   

(François, 2010) 

Polyphénols Activités biologiques 

Acides phénols 

(cinnamiques 

et benzoïques) 

Antibactériennes, anti-ulcéreuses, antiparasitaires antifongiques, 

Antioxydantes. 

Coumarines Protectrices vasculaires, antiinflammatoires, anti parasitaires 

analgésiques et anti œdémateuses. 

Flavonoïdes Antitumorales, antiparasitaires, vaso, dilatoires, 

antibactériennes, anti carcinogènes, anti-inflammatoires, 

analgésiques, hypotenseurs, antivirales, diurétiques, ostéogène, 

antioxydantes, anti-atherogéniques, antithrombotique, anti-

allergique. 

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, Anti oxydant. 

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagène, antioxydantes, antitumorales, 

antifongiques et anti-inflammatoires. 

Tannins galliques et 

catéchiques 

Antioxydantes. 

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques. 

Saponines Antitumorale, anticancérigène,… 

Phytostérols Agent de protection contre l’hormone dépendant du cancer de 

colons.                 

 

Les polyphénols sont également utilisés en agroalimentaire, en cosmétique ou dans l’industrie 

pharmaceutique comme additifs. 

 

II. 3. Modes d’action des polyphénols  

Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par le transfert de 

l’atome d’hydrogène. Le radical libre est réduit par transfert de l’atome d’hydrogène de 

l’antioxydant (ArO-H) vers le radical (R• ) (Desmier, 2016). 

ArO-H + R• → ArO• + RH 
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Le radical ArO• ainsi formé sera stabilisé selon (Desmier, 2016) par : 

  - délocalisation des électrons π,  

- un nouveau transfert d’atome d’hydrogène conduisant à la formation de 

quinone, 

  - réaction avec un autre radical libre.  

 

Les polyphénols sont capables d’interagir avec les métaux de transition, notamment avec le fer 

et le cuivre. En effet les ROS sont produits abondamment par réduction d’O2 par Fe2+ ou Cu+ 

aboutissant à la formation de superoxyde, de peroxyde d’hydrogène et de radicaux oxyle 

(réaction de Fenton). Ainsi la formation de complexes chélateurs stables et inertes est un 

mécanisme antioxydant (Desmier, 2016). 

Les polyphénols exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes (Halliwell, 1994):  

-  Le piégeage direct des ERO : Les polyphénols (Ar-OH), sont capables de réduire les 

radicaux libres oxydants comme le superoxyde, les peroxyles (ROO•), les alkoxyles 

(RO•) et l’hydroxyle par transfert d’hydrogène (Jovanovic et al., 1994). 

Ar-OH + X•  Ar-O• + XH 

Où X• : Représente l’une des ERO. 

- L’inhibition des enzymes génératrices d’EOR : les flavonoïdes sont les molécules les 

plus susceptibles d’être impliquées dans cet effet (Lin et al., 2002) 

- La chélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production des 

ERO ;  

-  L’induction de la biosynthèse d’enzymes antioxydants. 
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III.  Cupressus (cyprès) 

III.1. Cupressus   

Le Cupressus est un bel arbre au feuillage toujours vert, pouvant attendre jusqu'à 25 mètres de 

hauteur et une longévité exceptionnelle de 2000 ans. Il est connu sous les noms de Cyprés 

pyramidal, Cyprés toujours vert, Cyprés d’Italie ou Cyprés femelle (Chéraif et al, 2006). 

Originaire de l'Est de la Méditerranée (Proche et Moyen Orient). Il aurait été introduit à Chypre 

et en Crète par les Phéniciens puis dans l'Ouest de la Méditerranée (France, Espagne, Italie). 

Cette espèce est typique des paysages du pourtour méditerranéen (Froux, 2002). Cupressus est 

une plante aromatique et médicinale (Amara et Boughérara, 2017). 

 

III.2. Taxonomie 

Le cyprés vert, arbre du genre Cupressus, est un conifère qui appartient à la famille des 

Cupressaceae, sous famille des Cupressoideae (Pontoppidan, 2000). Le cyprès fait partie de 

l’embranchement des Gymnospermes et de l’ordre des coniférales qui regroupe des plantes 

ligneuses (Gazengel et Orecchioni, 2000). Le tableau 4 reprend la taxonomie du cyprès vert. 

 

Tableau III .1- Classification du Cyprés vert (Bock, 1992). 

Embranchement Spermaphytes 

Sous Embranchement Gymnospermes 

Classe Pinopsida 

Ordre Pinales 

Famille Cupressaceae 

Genre Cupressus 

Espèce sempervirens 

 

III.3.   Caractéristiques botaniques 

Arbre (conifère) à grande longévité, monoïque et thermophile, au tronc rectiligne à l’écorce 

d’un gris brunâtre fibreuse et striée verticalement, les rameaux écailleux sont bruns (Becker et 

al., 1982). De taille moyenne de 20 à 30 m. On distingue différentes formes de Cyprès qui par 

sélection, ont donné des variétés aujourd’hui bien distinctes reproduites par bouturage 

(Delaveaau,1986).  
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Le portes élancé, conique, en étroite colonne compact et dense. Son feuillage est persistant, 

aromatique, vert foncé. Sur de courtes ramules, petites feuilles glanduleuses (glandes 

résinifères), squamiformes, imbriquées sur au moins 4 rang à la pointe émoussée 

(Delaveaau,1986). Fleurs monoïques, en chatons terminaux, les mâles petits ovoïdes, les 

femelles subglobuleux à 6-12 écailles ; les fruits ou galbules sont des cônes gris brun luisant, 

subglobuleux, de 2-3 cm de large, déhiscents, à écailles opposées en croix, épaisses, ligneuses, 

persistantes, terminées en écusson tétra gonalmucroné vers le centre ; graines nombreuses, 

ovoïdes-comprimées, étroitement ailées (Raynaud, 2005). 

 

Figure III .1- feuille et cône de cyprès 

 

III.4. Caractéristiques écologiques 

Le Cyprès est une plante de climat doux. Il a besoin de chaleur ; il doit être protégé des vents 

froids. Il peut résister à des températures négatives allant jusqu’à -20°C. Comme beaucoup de 

plantes méditerranéennes, c’est le froid humide en hiver qui peut être préjudiciable à sa 

longévité (Alifrique, 1995).  

Le Cyprès est une essence xérophile, robuste, susceptible de s’adapter à des conditions 

physiques très sévères. Mais il peut être plastique et se développer dans des climats humides. 

En effet, le Cyprès est un arbre qui n’a pas d’exigence pluviométrique et peut se contenter de 

250 à 350 mm / an (Delaveaau ,1986).  

Le cyprès vert n’a pas d’exigence spécifique pour se développer ; il est indifférent à la nature 

chimique du substrat. Il peut croitre sur des sols profonds, drainés, comme il peut se développer 

sur un sol ras, sec et calcaire. Il peut tolérer des sols superficiels (moins de 50 cm, voire 30cm) 

et caillouteux. Il supporte mal les terres argileuses ou trop gorgées d’eau (Benjamaa, 2004).  
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III.5. Aire de répartition 

La distribution naturelle de cette espèce n'est pas claire et a une distribution irrégulière. Le 

genre Cupressus est présent en Europe (la Méditerrané), de l'Afrique du Nord à l'Iran et de 

l'Asie de l'Est jusqu'à l'Himalaya. Le genre Cupressus en Europe, en Asie du Sud-Ouest et en 

Afrique du Nord est représenté par des taxons pouvant être adaptés à une sécheresse extrême 

ou au moins à des étés secs et chauds. Mais aussi, il est retrouvé à l'ouest de l'Amérique du 

Nord, y compris le Mexique (Rahmani, 2020). 

 

 

Figure III .2- Aire de répartition du Cupressus sempervirens L(Delaveaau P ,1986) 
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III.6. Importance thérapeutique 

- Utilisation ancestrale 

Les feuilles bouillies dans du saindoux afin d'obtenir une solution utilisée par les 

Amérindiens pour soulager les douleurs articulaires et musculaires, le paludisme, la toux, 

la goutte et les rhumatismes. Les feuilles sont utilisés pour les perturbations suivantes tant 

l'irritabilité psychologique et physique, l'impatience forte, le pessimisme et l'anxiété, 

l'insomnie, des maux de tête, des taches de la peau et les taupes, les ongles cassants, 

prédisposition à varricose veines, transpiration accompagnée d’une odeur très forte, la 

sensibilité aux polypes, les infections et l'inflammation des voies urinaires (cystite), des 

douleurs abdominales et la constipation menstruel, les soins des cheveux (associée au 

Henné) (Lakhdar, 2015). 

 

- Activité anti-microbienne et antiparasitaire 

L’extrait méthanolique et à un degré moindre, l'extrait éthanolique de Cupressus 

sempervirens, ont révélés une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeroginosa, Echerchia coli, Klebsiella pneumonia et 

Salmonella typhimurium. Salmonella typhimurium. (Boukhris et al., 2012). 

Deux diterpènes : taxodione et 6-désoxytaxodione, isolés de l'extrait éthanolique de 

Cupressus sempervirens, ont montré une forte activité anti-leishmanienne contre 

Leishmania donovani promastigotes  (Zhang et al., 2012). 
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IV. Matériel et méthodes  

IV. 1. Matières végétal  

La Matières végétal étudié est constitué de rameaux feuillés et de cônes de Cupressus 

sempervirens L. (cyprès) adulte. Les échantillons ont été récoltés au mois d’avril de l’année 

2021 dans la région de Douira, wilaya d’Alger. Les rameaux feuillés et les cônes ont été lavés 

et séchés à température ambiantes à l’abri de la lumière. 

IV. 2. Extraction assistée aux microondes des polyphénols et des flavonoïdes   

a. Principe de l’extraction assisté aux microondes 

Le principe de chauffage par micro-ondes consiste à chauffer le solvant en contact avec 

l’échantillon au moyen de l'énergie des micro-ondes (Jain et al., 2009)  

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

entraine une extraction des principes actifs végétaux par surpression interne (Galema et 

saskia ,1997).  

Les micro-ondes qui peuvent facilement pénétrer dans les pores de l'échantillon, ce qui 

permet au solvant piégé dans les pores de chauffer de manière uniforme et rapide. 

Contrairement au chauffage conventionnel où le récipient met longtemps à chauffer puis à 

transférer son énergie au solvant (Lopez-avila ,2000). L’extraction par micro-ondes 

présente des avantages évidents avec un temps d'extraction plus court et la réduction de 

consommation du solvant (Wang et Weller ,2006) 

b. Procédure d’extraction 

Une masse du matériel végétal est mise en suspension dans de l’eau distillée dans un Erlen-

Meyer. Le mélange est soumis à des radiations microonde dans un four-micronde 

domestique (Samsung ME37A). Le mélange est traité à une puissance donnée et pendant 

un temps déterminé (cf matrice d’expérience). A la fin de temps d’extraction, le mélange 

est plongé dans un bain glacé pour arrêt de l’extraction des biomolécules et filtré. Le filtrat 

est conservé dans des tubes fermés hermétiquement jusqu’à analyse.  

L’effet de trois facteurs, masse de la matière végétale, temps d’irradiation et puissance ont 

été étudiées. L’extraction des polyphénols et des flavonoïdes a été exécutée pour : 
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- Rameaux feuillés coupé en morceau, 

- Cônes fragmentés, 

- Cônes en poudre (les cônes ont été réduit en poudre fine dans un broyeur 

ménager : Moulinex D56). 

IV. 3. Plan d’expérience : 

Le plan d’expérience utilisé pour la réalisation de ce travail s’inspire du modèle des plans de 

surface, spécifiquement le plan de Box-Behnken. Ce type de plan permet une bonne gestion du 

processus expérimental. L’effet moyen, les effets principaux des facteurs et leurs interactions 

ont été estimé pour une bonne modélisation des réponses étudiées (Goupy et Creighton, 2006). 

L’avantage majeur de cette technique réside dans le fait que le nombre d’expérience est réduit 

d’où un gain de temps et d’argent. La réduction du nombre des essais n’influe en aucun cas sur 

la qualité des résultats, les essais sont structurés et organisés dans une matrice. La matrice est 

composée de mailles de points distribués uniformément dans l’espace. La matrice est sous 

forme codée, où chaque variable est convertie en une valeur codée selon l’équation suivante : 

Xi =  
xi − x0

δx
… … … … . (1)    

 

Xi est la valeur codée de la variable, xi est la valeur réelle de la variable, x0 est la valeur du point 

central et δx est la variation entre les niveaux haut et bas.  

Pour notre étude, nous avons étudié l’influence de trois paramètres : la masse de la matière 

végétale (X1), le temps d’irradiation (X2) et la puissance (X3) sur les réponses suivante : 

concentration en polyphénols, concentration en flavonoïdes et activité antioxydante.  

Après des essais préliminaires (non exposés dans notre mémoire), les niveaux expérimentaux 

choisis pour les différents facteurs sont présentés dans le Tableau IV .1. 

 

Tableau IV .1- Niveaux expérimentaux choisis pour les trois facteurs étudiés 

Variables Niveau 

           -1                             0                                 +1 

Masse en g (X1) 3 4.5 6 

Temps en mn (X2) 2 4 6 

Puissance en W  (X3 ) 300 450 600 
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L’ensemble des expériences est généré par un logiciel, JMP 9.0.2 (SAS Institute) (Tableau IV 

.2).  

Tableau IV .2 -Plan d’expérience de trois facteurs (matrice de Box-Behnken). 

Essai X1 X2 X3 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

0 

1 

1 

-1 

-1 

0 

1 

-1 

0 

0 

0 

-1 

0 

0 

1 

0 

0 

-1 

1 

0 

1 

1 

0 

1 

-1 

0 

-1 

-1 

0 

0 

0 

-1 

0 

0 

-1 

-1 

0 

1 

1 

-1 

0 

0 

1 

0 

1 

 

Les réponses aux essais réalisés permettent d’estimer les coefficients d’un modèle 

mathématique polynômial du second degré selon le modèle suivant (Hasan et al., 2010) :  

y = β0+ ∑βi Xi+∑βii Xi
2+∑βijXiXj …………………(2) 

Avec: 

y: réponse expérimentale; 

Xi : variables codées (-1 ou +1) ; 

β0: estimation de l’effet moyen général 

βi : estimation de l’effet principal du facteur i pour la réponse y; 

βij: estimation de l’effet d’interaction entre le facteur i et le facteur j pour la réponse y ; 

βii : estimation de l’effet quadratique du facteur i pour la réponse y. 

 

L’intérêt essentiel de ce modèle mathématique est de pouvoir prédire, en tout point du domaine 

expérimental, les valeurs de la réponse Y. Les prévisions ainsi calculées doivent être aussi 

proches que possible des valeurs qui seraient obtenues par expérimentation. 
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IV. 4. Méthode analytique 

IV. 4. 1. Dosage des polyphénols totaux 

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé selon la méthode de Folin Ciocalteu. L’ensemble 

des composés phénolique est oxydé par le réactif de folin-ciocalteau. Ce dernier est constitué 

par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d'acide phosphomolybdique 

(H3PMo12O40) qui est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes bleus de 

tungstène (W8023) et de molybdène (Mo8O23). La coloration bleue produite possède une 

absorption maximum aux environs de 750 nm. Elle est proportionnelle au taux de composés 

phénoliques (Kim et al., 2003). 

 Protocole   

Pour réaliser le dosage, 200 µL de chaque extrait filtré, est ajouté 1.5 ml de réactif de Folin- 

Ciocalteu (dilué 10 fois). Après 4 min, 1,5 mL de carbonate de sodium (Na2CO3) à 5% est 

ajouté au mélange. L’ensemble est agité et laissé à l’obscurité pendent 2 heures. L’absorbance 

est ensuite lue à 750 nm grâce à un spectrophotomètre UV/visible (JENWAY 6305). La 

concentration en polyphénols est calculée à partir d'une courbe d'étalonnage utilisant l'acide 

gallique comme standard. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par 

mL (mg EAG/mL).        

 

IV. 4. 2. Estimation des concentrations des flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes est basé sur un test colorimétrique utilisant le chlorure d’aluminium 

AlCl3 avec lequel les flavonoïdes forment des complexes acides stables soit avec le carbonyle 

(C=O) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des 

flavonols. Par ailleurs, AlCl3 peut également former des complexes acides labiles avec les 

groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des flavonoïdes 

(Chang et al., 2002). 

 Protocole :  

A 1 ml de l’extrait est ajouté 1 mL d’une solution de chlorure d’aluminium AlCl 3 (2% dans le 

méthanol). Après 10 mn, l’absorbance est lu au spectrophotomètre à une longueur d’onde de 

430 nm (Behorumet al., 1996). ). La concentration en flavonoïde est calculée à partir d'une 

courbe d'étalonnage utilisant la quercétine comme standard (Figure V .4). Les résultats sont 

exprimés en mg d’équivalent de quercitrine par mL (mg EQ/mL).        
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IV. 4. 3. Estimation des activités antioxydantes 

Le pouvoir antioxydant de l’extrait est estimé selon deux méthodes: le test anti-radicalaire pour 

le dosage du DPPH et  le test antiradicalaire pour le radical hydroxyle (OH). 

 

IV. 4. 3. 1. Test anti-radicalaire pour le dosage du DPPH  

Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, dont la solution possède 

une coloration violette et une absorption caractéristique à 517 nm. Quand une solution de DPPH 

est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogène (antioxydante) il y’a 

formation de la forme réduite. Ceci provoque la perte de la coloration violette en coloration 

jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible à 517 nm (Brand-Williams, 1995).

 Protocoles :  

1 ml de solution de DPPH (0,1 mM dans l’éthanol) et 1 mL de l’extrait sont mélangé et incuber  

à température ambiante et à l’obscurité pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée à 517nm 

(deleltre et al., 2015). Le pourcentage de réduction du DPPH est donné par la formule suivante : 

 

(Inib DPPH) = (1-Aéchantillon / Atémoin ) ×100 …… ( 3 ) 

(Inib DPPH) : Inhibition du radical DPPH (%) 

Aéchantillon Absorbance de l’échantillon.  

Atémoin : Absorbance du contrôle négatif 

 

IV. 4. 3. 2. Test anti radicalaire (radical hydroxyle OH)  

 Protocoles :  

Un volume de 2mL de chaque extrait est mélangé avec 2 mL d’une solution de FeSO4 (5 mM). 

Après homogénéisation, 2 mL de H2O2 (1 %) sont ajoutés, puis agiter de nouveau. Les mélanges 

sont incubés à température ambiante. Après 60 minutes d’incubation, 1 mL d’eau distillée est 

ajouté avant lecture de l’absorbance à 510 nm (deleltre et al.,2015). Le pourcentage d’inhibition 

du radical hydroxyl est donné par la formule suivante : 

 

(Inib hydroxyle) = (1-Aéchantillon / Atémoin ) ×100 …… ( 4 ) 

(Inib hydroxyle) : Inhibition du radical hydroxyle (%) 

Aéchantillon : Absorbance de l’échantillon.  

Atémoin : Absorbance du contrôle négatif 
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V. Résultats et discussion  

 

Dans le présent travail la méthode d’extraction assistée par microonde a été utilisée pour 

extraire les polyphénols et les flavonoïdes afin d’estimer leurs activités antioxydantes. Les 

feuilles et les cônes de cyprès ont été utilisés, deux état physique différents de cônes ont été 

évalués : cône entier et cône en poudre. 

 

V. 1. Extraction assisté aux microondes 

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

une extraction des principes actifs végétaux par surpression interne (Galema et saskia ,1997).   

Les paramètres principaux qui influent sur la performance de l’EAM comprennent  : le type 

de solvant, la composition du solvant du rapport solide –solvant, de puissance micro-ondes, 

le temps d’expositions et la température (katarzyna, 2009). L’extraction par micro-ondes 

présente des avantages évidents avec un temps d'extraction plus court et la réduction de 

consommation du solvant (Wang et Weller ,2006) 

Les inconvénients de cette technique sont la nécessité de maitriser parfaitement le temps 

de chauffage par micro-ondes, l'inhomogénéité du chauffage par les micro-ondes et le fait 

qu'elle ne peut pas être utilisée pour l'extraction de composes thermosensibles (vitamines, 

protéines, anthocyanines etc.). Elle nécessite également une bonne connaissance des 

propriétés diélectriques des molécules dans le système. 

 

Après des essais préliminaires, on a utilisé une puissance de chauffage comprise entre 300 w et 

600w pour assurer une bonne extraction. Les essais ont été réalisés selon les conditions 

opératoires citées dans la partie matériel et méthodes (Tableau IV .1). 
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Figure V .1- extraction assisté par microonde 

 

V. 2. Analyses quantitatives des composés extraits 

V. 2. 1. Polyphénols  

La teneur en polyphénols dans les extraits d’extraction est estimée par la méthode de Folin- 

Ciocalteu (Li et al.,2007). Les analyses quantitatives des polyphénols, ont été déterminées à 

partir de l’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide 

gallique comme standard (Figure V .2). Les quantités de polyphénols correspondantes ont été 

rapportées en équivalent d’acide gallique. 

 

Figure V .2- Courbe d'étalonnage de l’acide gallique 
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Le dosage colorimétrique par le réactif Folin-Ciocalteu appliqué dans cette étude est une 

méthode simple et nécessite peu de réactifs, ce qui est appropriée pour l'estimation grossière de 

la teneur en polyphénols totaux, même si elle est limitée par la faible spécificité envers les 

polyphénols, et s'appuie sur l'utilisation d'un composé standard (BOUCHOUKA). 

 

Figure V .3—des solutions d’acide gallique a diffèrent concentration a  fin de tracé la courbe 

d'étalonnage 

V. 2. 2. Flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes dans les extraits d’extraction est estimée par la méthode de chlorure 

d’aluminium (behorumet al., 1996). Les analyses quantitatives des flavonoïdes, ont été 

déterminées à partir de l’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en 

utilisant la rutine comme standard (Figure V .4). Les quantités de flavonoïdes correspondantes 

ont été rapportées en équivalent de la quercitrine.  

 

Figure V .4- Courbe d'étalonnage de la quercétine 
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Figure V .5- des solutions de la quercétine a diffèrent concentration fin de tracé la courbe 

d'étalonnage 

V. 2. 3. Analyse des activités 

Il existe de nombreuses méthodes qui diffèrent sur le plan de leurs principes d'analyse et les 

conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au potentiel 

antioxydant totale. Pour cette raison l’utilisation de plusieurs tests antioxydants 

complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits (BOUCHOUKA). 

Dans ce travail, nous avons utilisé deux méthodes pour évaluer l’activité antioxydant in vitro 

de la plante étudiée à savoir : DPPH, Test anti radicalaire : radical hydroxyle OH. 

 

V. 2. 4. Analyse des résultats du plan box behnken 

 

La méthode des plans de surfaces a été adoptée pour l'étude des effets individuels et des 

interactions entre variables sélectionnées sur les réponses : (concentration polyphénols et 

flavonoïdes et l’activité antioxydant). Les résultats sont analysés en utilisant le logiciel JMP 

version 9.0.2 (SAS Institute) et la relation entre la réponse Y et les variables X est déterminée. 

 

V. 2. 4. 1. Extraction à partir des feuilles  

L’extraction assistée aux microondes a été réalisé comme cité précédemment (cf IV. 2.). La 

Figure V .6  illustre les extraits obtenus après filtrations des différents échantillons. 
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Figure V .6-les extrais obtenu de l'extraction à partir des feuilles 

 

Les résultats obtenus de l’évaluation des concentrations des polyphénols et des flavonoïdes et 

des estimations des activités antioxydant sont résumé dans le Tableau V .1 

Tableau V.1- l’évaluation des concentrations des polyphénols et des flavonoïdes et des 

estimations des  activités antioxydante (feuilles) 

essais X1 

masse  

X2 

temps 

X3 

puissance 

[POLY]  

mg EAG/ml 

[FLAV] mg 

EQ/ml 

(INIB 

DPPH) % 

(INIB 

HYDROXYLE)  % 

1 4.5 4 450 0,023 0,016 64,81 11,36 

2 6 4 300 0,007 0,008 33,50 18,18 

3 6 2 450 0,003 0,003 25,73 9,94 

4 3 6 450 0,028 0,020 52,67 24,15 

5 3 4 300 0,005 0,006 24,76 0  

6 4.5 6 300 0,025 0,015 60,68 24,72 

7 6 6 450 0,050 0,031 45,15 27,27 

8 3 4 600 0,020 0,013 50,49 1,70 

9 4.5 6 600 0,045 0,027 44,17 37,50 

10 4.5 2 300 0,001 0,002 0 20,45 

11 4.5 4 450 0,016 0,007 42,72 38,07 

12 3 2 450 0,002 0,003 0 16,19 

13 4.5 2 600 0,008 0,006 20,63 26,70 

14 4.5 4 450 0,023 0,015 54,61 20,17 

15 6 4 600 0,034 0,023 44,90 45,74 
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a.   Effet des paramètres sur la concentration des métabolites : polyphénols et 

flavonoïdes 

Les résultats ont montré que la teneur en polyphénols totaux et en flavonoïdes varie en fonctions 

des conditions opératoire : ratio masse/ solvant, puissance et  temps d’extractions. 

Nous constatons que les concentrations en polyphénols de tous les extraits varient 

considérablement. Les concentrations enregistrées sont compris entre 0,001 et 0,05 mg 

EAG/mL. La concentration la plus élevé correspond à l’essai numéro 07 pour une masse 

d’échantillon (feuilles de cyprès) de 6 g et une puissance de chauffage de 450W pendant 6 

minutes. 

Aussi, la concentration en flavonoïdes est variables et dépendante des conditions opératoires. 

Celle-ci est comprise entre 0,002 et 0,031 mg EAG/ml.  La valeur la plus élevé correspond à 

l’essai numéro 07 (le même essai que la valeur maximale de dosage des polyphénols) est 

enregistrée pour les conditions suivantes : une masse de 6g, puissance de 450W, et une durés 

de : 6 minutes. 

 

Figure V .7- dosage des polyphénol extrait à partir des feuilles 

 

Grâce à la modélisation mathématique par l’étude des plans d’expérience, un modèle 

mathématique de second degré liant chaque réponse : concentration polyphénols et flavonoïde 

aux différents facteurs ont été obtenu (équation 5 et 6). 
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Les effets de chaque facteur (X1(masse), X2 (temps) et X3 (puissance)) et les effets 

d’interaction sont déterminés par la méthode des moindres carrés à partir des résultats 

expérimentaux. Les coefficients de régression pour chaque modèle ont été déduits. A partir des 

valeurs de ces coefficients, le modèle mathématique de second degré peut être déterminé. 

 

[POLY] = 0.0206 + 0.0043 ∗ 𝑋1 + 0.0167 ∗ 𝑋2 + 0.0081 ∗ 𝑋3 + 0.0052 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 +

0.004 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.0032 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 0.0011 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.0012 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 − 0.0021 ∗

𝑋3 ∗ 𝑋3 ………………. (5) 

 

[FLAV] = 0.0127 + 0.0024 ∗ 𝑋1 + 0.0099 ∗ 𝑋2 + 0.0043 ∗ 𝑋3 + 0.0027 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 +

0.0029 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.002 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 0.0012 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.0003 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 − 0.0005 ∗

𝑋3 ∗ 𝑋3……………..… (6) 

 

Dans le cas de [POLY] nous remarquons d’après l’analyse de l’équation, que les facteurs 

linéaire X1, X2, X3 et l’interaction des facteurs X1X2, X1X3, X2X3, et le facteur quadratique 

X2 exerce un effet positif alors que le facteur quadratique X1, X3 exerce un effet négatif. Alors 

que dans le cas du [FLAV] les facteurs linéaire X1,X2 ,X3  et l’interaction des facteurs X1X2 , 

X1X3 , X2X3 et l’effet quadratique X1 , X2 exercent un effet positif. Le facteur quadratique 

X3 à un effet négatif. 

 

Après la détermination des effets des facteurs, nous avons réalisé une analyse de la variance 

(ANOVA), comportant les paramètres statistiques suivants : degrés de liberté, somme des 

carrés, carré moyen, statistique de Fisher et la p-value. Le Tableau V .2 illustre cette analyse. 
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Tableau V .2- analyse de la variance (ANOVA) feuilles 

 souce ddl ss MC F0 P 

[POLY]  modèle 9 0.00304830 0.000339 16.7431 0.0078* 

Lack of fit 2 0,00004825 0,000024 1,4770 0,4037 

R2   0,974142   

R2
ajus   0,91596   

[FLAV]  modèle 9 0,00104815 0,000116 7,1280 0,0371* 

Lack of fit 2 0,00001669 0.000008344 0,3429 0,7447 

R2   0,941307   

R2
ajus 0,809249 

 

Nous remarquons dans le cas du [POLY] le modèle est significatif avec une valeur- P inférieur 

à 0,05. Et la valeur-P pour le lack of fit  est supérieure à 0,05 ; validant ainsi le modèle. De 

même pour la concentration en flavonoides, nous notons une valeur- P inferieurs à 0,05 pour le 

modèle et une valeur-P pour le lack of fit supérieure à 0,05 validant ainsi le modèle.  

Concernant la détermination du coefficient de corrélation (R2), celui-ci est de 97 % pour la 

concentration en polyphénols et de 94% pour le dosage des flavonoïdes ; indiquant une forte 

corrélation entre les valeurs observées et les valeurs prédites (Figure V .8).  

 

Figure V .8- Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues (polyphénol -

flavonoides ) feuilles 

 

b.   Effet des paramètres sur la l’activité antioxydante : DPPH, Test anti 

radicalaire : radical hydroxyle OH 

 Concernant l’évaluation de l’activité anti-oxydante, la présente étude montre que tous les 

extraits possèdent des activités antioxydantes, et varient considérablement selon le type de test 

réalisé.  
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Figure V .9- test d'activité antioxydant (méthode de DPPH) des extrais obtenu à partir des 

feuilles 

Pour le test DPPH, les valeurs d’activité antioxydant varie entre 0% et 64,81% la meilleur 

activité concerne le 1er essai avec les conditions expérimentales suivant : X1 : 4.5g, X2 :4 mn, 

X3 :450w. 

Pour le test anti radicalaire (radical hydroxyle OH) les valeurs d’activité antioxydant varie entre 

0% et 38,07% la meilleurs activité concerne le 11eme essai avec les conditions expérimentales 

suivant : X1 : 4.5g, X2 :4 mn, X3 :450 w.  

Donc on note que les conditions opératoires donnant le maximum d’activité antioxydante DPPH 

et antiradicalaire OH sont totalement différentes. 

 

Par la modélisation des plans d’expériences, les modèles mathématiques de second degré sont 

obtenus : équation 7 et 8. 

 

(INIB DPPH) % = 54.046 + 1.5481 ∗ 𝑋1 + 19.53875 ∗ 𝑋2 + 4.0343 ∗ 𝑋3 − 8.3125 ∗

𝑋1 ∗ 𝑋2 − 1.33875 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 − 9.285 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 6.9364 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 − 16.2227 ∗ 𝑋2 ∗

𝑋2 − 6.4539 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3 ………………. (7) 
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(INIB HYDROXYLE) % = 23.2 + 2.662 ∗ 𝑋1 + 5.045 ∗ 𝑋2 + 1.312 ∗ 𝑋3 + 2.3425 ∗ 𝑋1 ∗

𝑋2 + 15.912 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 1.6325 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 2.651 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 − 1.161 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 +

5.303 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3……………..… (8) 

Dans le cas de de l’activité antioxydante par le test DPPH, nous remarquons d’après l’analyse 

de l’équation, que tous les facteurs linéaire X1, X2 , X3 exerce un effet positif , et les 

interactions des facteur X1X2 , X1X3 , X2X3 ,et les facteur quadratique  X2 , X1 , X3 exerce 

un effet négatif. Alors que dans le cas de l’activité antioxydante pour le radical hydroxyle, les 

facteurs linéaire X1, X2, X3, l’interaction des facteurs X1X2, X1X3, X2X3 et l’effet 

quadratique X3 exercent tous des effets positifs. Les deux facteurs quadratiques X2 et X1 ont 

un effet négatif. 

 

Après la détermination des effets des facteurs, nous avons réalisé une analyse de la variance 

(ANOVA), Le Tableau V .3 illustre cette analyse. 

 

Tableau V .3- analyse de la variance (ANOVA) cônes entier 

 souce ddl ss MC F0 P 

(INIB DPPH) % modèle 9 4987,9465 554,216 5,4432 0,0489 

Lack of 

fit 

2 162,81242 81,406 0,6660 0,6002 

R2   0,924512   

R2
ajus   0,754665   

(INIB 

HYDROXYLE) % 

modèle 9 1261,1002 140,122 0,9774 0,5544 

Lack of 

fit 

2 202,94445 101,472 0,5478 0,6461 

R2   0,687425   

R2
ajus -0,01587 

 

Nous remarquons dans le cas l’activité antioxydante par le test DPPH, le modèle est significatif 

avec une valeur- P inférieur à 0,05 ; validant ainsi le modèle. 

Concernant l’activité antioxydante par le test radical hydroxyle, nous notons que le modèle est 

non significatif, la valeur- P est supérieur à 0,05. Le modèle est non validé. Ce résultat peut être 

attribué à un mauvais dosage, qui peut être lié à une oxydation du réactif H2O2. 
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Concernant la détermination du coefficient de corrélation (R2), celui-ci est de 92 % pour les 

teste d’activité antioxydant en utilisant le DPPH indiquant une forte corrélation entre les valeurs 

observées et les valeurs prédites. Le R2 pour les teste d’activité antioxydant en utilisant le H2O2 

est de 60 %; indiquant une corrélation de mauvaise qualité entre les valeurs observées et les 

valeurs prédites (Figure V .10), confirmé par la valeur de R2
ajus.  

 

Figure V .10- Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues (activité 

antioxydant DPPH. H2O2) feuilles 
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V. 2. 4. 2. Extraction à partir des cônes entiers  

Le Tableau V .4 résume les résultats obtenus des concentrations des polyphénols et des 

flavonoïdes mesurés et des estimations des activités antioxydant. 

 

Tableau V .4 - l’évaluation des concentrations des polyphénols et des flavonoïdes et des 

estimations des activités antioxydante (cônes entier) 

essais X1 

masse  

X2 

temps 

X3 

puissance 

[POLY]  

mg EAG/ml 

[FLAV]  

mg EQ/ml 

(INIB 

DPPH) % 

(INIB 

HYDROXYLE)  % 

1 4.5 4 450 0,353 0,018 46,84 44,32 

2 6 4 300 0,601 0,016 57,04 49,43 

3 6 2 450 0,395 0,012 49,03 51,14 

4 3 6 450 0,372 0,011 72,33 56,53 

5 3 4 300 0,253 0,004 65,78 53,41 

6 4.5 6 300 0,446 0,021 58,98 36,93 

7 6 6 450 0,738 0,030 60,68 69,32 

8 3 4 600 0,362 0,017 66,02 43,18 

9 4.5 6 600 0,531 0,041 60,44 54,26 

10 4.5 2 300 0,168 0,005 58,01 44,89 

11 4.5 4 450 0,442 0,018 45,63 61,93 

12 3 2 450 0,117 0,006 64,56 52,56 

13 4.5 2 600 0,228 0,009 71,12 56,82 

14 4.5 4 450 0,377 0,015 73,30 54,55 

15 6 4 600 0,357 0,019 63,59 58,81 

 

a. Effet des paramètres sur la concentration des polyphénols et des flavonoïdes 

Nous constatons que les concentrations en polyphénols de tous les extraits varient 

considérablement. Les concentrations enregistrées sont compris entre 0,117 et 0,738 mg 

EAG/ml. La concentration la plus élevé correspond à l’essai numéro 07 pour une masse 

d’échantillon (cônes) de 6 g et une puissance de chauffage de 450W pendant 6 minutes. 

Aussi, la concentration en flavonoïdes, est variables, et dépendante des conditions opératoires. 

Celle-ci est comprise entre 0,004 et 0,041 mg EAG/ml.  La valeur la plus élevé correspond à 

l’essai numéro 09 pour les conditions suivantes : une masse de :4,5 g, puissance : 600W, durés : 

6 minutes. 
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Figure V .11- l’un des essais obtenus par l’extraction à partir des cônes entiers 

 

Les effets des facteurs individuels et des effets d’interaction ont été déterminés par la méthode 

des moindres carrés à partir des résultats expérimentaux. Les coefficients de régression pour 

chaque modèle ont été déduits. A partir des valeurs de ces coefficients les modèles 

mathématiques de second degré ont pu être déterminés équations 9 et 10. 

 

[POLY] = 0.3907 + 0.1234 ∗ 𝑋1 + 0.1474 ∗ 𝑋2 + 0.0012 ∗ 𝑋3 + 0.022 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 −

0.0882 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.00625 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 0.0324 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 − 0.0176 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 −

0.0298 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3…………….… (9) 

 

[FLAV] = 0.017 + 0.0049 ∗ 𝑋1 + 0.0089 ∗ 𝑋2 + 0.005 ∗ 𝑋3 + 0.00325 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 −

0.0025 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.004 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 0.0036 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.0014 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 + 0.0006 ∗

𝑋3 ∗ 𝑋3……………….. (10) 

 

Concernant la concentration des polyphénols, nous remarquons d’après l’analyse de l’équation, 

que les facteurs linéaire X1, X2 , X3, l’interaction des facteurs X1X2, X2X3 , et le facteur 

quadratique X1 exerce un effet positif alors que le facteur quadratique X2 , X3 et l’interaction 

des facteurs X1X3  exerce un effet négatif. Alors que dans le cas de la concentration des 

flavonoïdes, les facteurs linéaire X1, X2 ,X3  et l’interaction des facteurs X1X2 , X2X3 et 

l’effet quadratique X2 , X3 exercent un effet positif. L’interaction des facteurs X1X3 et le 

facteur quadratique X1 ont un effet négatif. 
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Après la détermination des effets des facteurs, nous avons réalisé une analyse ANOVA 

(Tableau V .5). 

 

Tableau V .5- analyse de la variance (ANOVA) cones entier 

 souce ddl ss MC F0 P 

[POLY]  modèle 9 0,33772342 0,037525 7,3862 0,0202* 

Lack of fit 3 0,02116125 0,007054 3,3267 0,2397 

R2   0,930046   

R2
ajus   0,80413   

[FLAV]  modèle 9 0,00121248 0,000135 6,2807 0,0285* 

Lack of fit 3 0,00010125 0,000034 11,2500 0,0827 

R2   0,918734   

R2
ajus 0,809249 

 

 

Nous remarquons dans le cas de la concentration des polyphénols, le modèle est significatif 

avec une valeur- P inférieur à 0,05 et une valeur-P pour le lack of fit  supérieure à 0,05 ; ce qui 

valide le modèle.  

Les mêmes observations sont rapportées pour la concentration de flavonoïdes, la valeur- P 

inferieurs à 0,05 et la valeur-P pour le lack of fit supérieure à 0,05. Validant ainsi le modèle.  

Concernant la détermination du coefficient de corrélation (R2), celui-ci est de 93 % pour les 

polyphénols et 91% pour les flavonoïdes indiquant une forte corrélation entre les valeurs 

observées et les valeurs prédites (Figure V .12). 

 

Figure V .12-Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues( polyphénol -

flavonoides ) cones entier 
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b. Effet des paramètres sur la l’activité antioxydant (DPPH , Test anti radicalaire 

(radical hydroxyle OH)) 

Concernant l’évaluation de l’activité anti-oxydante, la présente étude montre que tous les 

extraits possèdent des activités antioxydants, et varient considérablement du type de test réalisé. 

Pour le test DPPH les valeurs d’activité antioxydant varie entre 45,63% et 73,3% la meilleurs 

activité concerne le 14eme essai avec les condition expérimental suivant : X1 : 4.5g , X2 :4 mn , 

X3 :450w . 

Pour le test anti radicalaire (radical hydroxyle OH) les valeurs d’activité antioxydant varie entre 

36,93% et 69,32%. La meilleurs activité concerne le 7eme essai avec les condition expérimental 

suivant : X1 : 6g , X2 :6 mn , X3 :450w .  

Les modèles mathématiques de second degré liant chaque réponse sont exprimés par les 

équations 11 et 12. 

 

(INIB DPPH) % = 55.256 − 4.793 ∗ 𝑋1 + 1.2137 ∗ 𝑋2 + 2.67 ∗ 𝑋3 + 0.97 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 +

1.5775 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 − 2.91 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 3.6816 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 2.7116 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 + 4.1691 ∗

𝑋3 ∗ 𝑋3 ………………. (11) 

 

(INIB HYDROXYLE) % = 53.6 + 2.8775 ∗ 𝑋1 + 1.4537 ∗ 𝑋2 + 3.5512 ∗ 𝑋3 + 3.5525 ∗

𝑋1 ∗ 𝑋2 + 4.9025 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 1.35 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 1.35 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.4025 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 −

5.7775 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3…………….. (12) 

Concernant l’activité DPPH, nous remarquons d’après l’analyse de l’équation, que les facteurs 

linéaire X2, X3 et les interactions des facteur X1X2, X1X3 et tous les facteurs quadratiques 

exercent un effet positif, et le facteur linéaire X1, et l’interaction des facteur X2X3, exercent 

un effet négatif.  

Alors que dans le cas de l’activité antiradicalaire (radical hydroxyle), les facteurs linéaire X1, 

X2, X3 et l’interaction des facteurs X1X2, X1X3, X2X3 et l’effet quadratique X2, X3 

entrainent un effet positif. Et le facteur quadratique X3 a un effet négatif. 
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L’analyse de la variance (ANOVA) est illustrée dans le Tableau V .6 

 

Tableau V .6- analyse de la variance (ANOVA) cones entier 

 souce ddl ss MC F0 P 

(INIB DPPH) % modèle 9 423,7133 47,079 0,3708 0,9070 

Lack of 

fit 

3 145,67567 48,559 0,1986 0,8901 

R2 0,40031 

R2
ajus -0,67913 

(INIB 

HYDROXYLE) % 

modèle 9 516,89015 57,4322 0,7123 0,6903 

Lack of 

fit 

3 246,75243 82,2508 1,0517 0,5212 

R2 0,561805 

R2
ajus -0,22695 

 

Nous remarquons pour les deux activités, que les modèles mathématiques ne sont pas validés : 

la valeur- P est supérieure à supérieur à 0,05. 

Aussi, les valeurs des coefficients de corrélation sont inférieur à 0,80. Celui-ci est de 40 % pour 

les teste d’activité antioxydant en utilisant le test DPPH et 56% pour les teste d’activité 

antioxydant en utilisant le H2O2; indiquant une faible corrélation entre les valeurs observées et 

les valeurs prédites (Figure V .13). Ces faibles résultats sont probablement dû à des problèmes 

techniques lors des dosages (réactivité des réactifs, …). 

 

 

Figure V .13- Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues( activité 

antioxydant DPPH . H2O2 ) cône entier 
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V. 2. 4. 3. Extraction à partir des cônes poudre  

Nous avons réalisé ces essais selon le même protocole que précédemment mais en utilisant les 

cônes sous forme de fine poudre, l’état physique peut avoir un effet sur les taux d’extraction 

des métabolites et es activités. La Figure V .14 Illustre les résultats expérimentaux. 

 

 

Figure V .14- les solution des extrais obtenu des cônes en poudre avant l'analyse par 

spectrophotomètre 

 

Nous avons noté une couleur des extrais plus foncés que celle des extrais obtenus des feuilles 

et des cônes entiers, ce qui suppose que la concentration en métabolites est plus importantes 

dans ces extraits. Le Tableau V .7 résume les résultats obtenus de l’évaluation des 

concentrations des polyphénols et des flavonoïdes et des estimations des activités antioxydant. 
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Tableau V .7-l’évaluation des concentrations des polyphénols et des flavonoïdes et des 

estimations des activités antioxydantes.(cône en poudre) 

 essais X1 

masse  

X2 

temps 

X3 

puissance 

[POLY]  

mg EAG/ml 

[FLAV]  

mg EQ/ml 

(INIB 

DPPH) % 

(INIB 

HYDROXYLE)  % 

1 4.5 4 450 1,322 0,033 66,26 0 

2 6 4 300 1,285 0,031 53,40 16,76 

3 6 2 450 1,057 0,027 66,26 6,82 

4 3 6 450 1,274 0,030 43,69 0 

5 3 4 300 0,821 0,016 63,11 4,83 

6 4.5 6 300 1,279 0,034 27,18 9,94 

7 6 6 450 2,537 0,060 0 0 

8 3 4 600 1,007 0,016 54,85 73,01 

9 4.5 6 600 1,842 0,071 0 0 

10 4.5 2 300 0,772 0,0156 68,20 82,95 

11 4.5 4 450 1,177 0,023 63,11 72,73 

12 3 2 450 0,540 0,014 65,78 90,63 

13 4.5 2 600 0,940 0,013 57,04 81,25 

14 4.5 4 450 1,044 0,024 60,39 84,38 

15 6 4 600 1,783 0,052 46,60 61,36 

 

a. Effet des paramètres sur la concentration des métabolites (polyphénols et 

flavonoïdes) 

Les concentrations enregistrées sont compris entre 0,540 et 2,537 mg EAG/mL. Concentration 

plus élevés que ceux trouvés dans les précédant essais (feuilles et cônes entiers), confirmant 

notre hypothèse. La concentration la plus élevé correspond à l’essai numéro 07 pour une masse 

d’échantillon (cônes poudre) de 6 g et une puissance de chauffage de 450W pendant 6 minutes. 

Aussi, la concentration en flavonoïdes, est variables, et dépendante des conditions opératoires. 

Celle-ci est comprise entre 0,013 et 0,071 mg EAG/ml. Comparé aux essais des feuilles et cônes 

entiers les concentrations sont plus élevées.  La valeur la plus élevé correspond à l’essai numéro 

09 pour les conditions suivantes : une masse de :4,5 g , puissance : 600W , durés : 6 minutes . 

On remarque que pour les mêmes conditions expérimentales dans le cas des cônes entier et des 

cônes en poudre (X1 :6g , X2 : 6mn , X3 : 450W ) On obtiens une valeur de concentration 
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maximales des polyphénol (7eme essais). Et la même remarque pour la concentration maximale 

des flavonoïdes avec le (9eme essai).  

Les résultats ont montré que la teneur en polyphénols totaux et en flavonoïdes varie en fonctions 

des conditions opératoires : ratio masse : solvant, puissance et temps d’extractions. 

 

Grâce à la modélisation mathématique, les équations 13 et 14 ont été obtenu  

  

[POLY] = 1.181 + 0.377 ∗ 𝑋1 + 0.452 ∗ 𝑋2 + 0.177 ∗ 𝑋3 + 0.186 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 + 0.078 ∗

𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.098 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 0.0934 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.776 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 − 0.0503 ∗ 𝑋3 ∗

𝑋3………………. (13) 

 

[FLAV] = 0.0267 + 0.0117 ∗ 𝑋1 + 0.0157 ∗ 𝑋2 + 0.0069 ∗ 𝑋3 + 0.0042 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋2 +

0.0052 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.0099 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 + 0.0007 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 + 0.0054 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 + 0.0014 ∗

𝑋3 ∗ 𝑋3…………………. (14) 

 

Dans le cas des dosages des polyphénols, nous remarquons d’après l’analyse de l’équation, que 

les facteurs linéaire X1, X2, X3 et l’interaction des facteurs X1X2, X2X3 ,X1X3 et le facteur 

quadratique X12 X22exerce un effet positif alors que le facteur quadratique X32 exerce un effet 

négatif. Alors que dans le cas des concentrations des flavonoïdes, tous les facteurs linéaire, les 

interaction des facteurs et tous les effets quadratique X1, X2, X3 exercent un effet positif.   

 Le Tableau V .8 illustre l’analyse de l’ANOVA. 

Tableau V .8- analyse de la variance (ANOVA) cône en poudre 

 souce ddl ss MC F0 P 

[POLY]  modèle 9 3,2988141 0,366535 11,7182 0,0072* 

Lack of fit 3 0,11772925 0,039243 2,0298 0,3469 

R2 0,954736 

R2
ajus 0,873262 

[FLAV]  modèle 9 0,00413826 0,000460 12,4301 0,0063* 

Lack of fit 3 0,00012429 0,000041 1,3658 0,4491 

R2 0,957218 

R2
ajus 0,88021 

 

Supprimer filigrane Wondershare
PDFelement

http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5261&m=db


Partie expérimental      Chapitre V : Résultats et discussion  

49 
 

Dans le cas du dosage des polyphénols, le modèle est significatif avec une valeur- P inférieur à 

0,05 et une valeur-P pour le lack of fit supérieure à 0,05 ; validant ainsi le modèle. 

Concernant la concentration des flavonoïdes, nous notons que tous les coefficients du modèle 

sont significatifs avec une valeur- P inferieurs à 0,05 et une valeur-P pour le lack of fit 

supérieure à 0,05. Validant ainsi le modèle.  

Aussi, les coefficients de corrélation (R2), sont de l’ordre de celui-ci est de 95 % pour les deux 

dosages ; indiquant une forte corrélation entre les valeurs observées et les valeurs prédites 

(Figure V .15). 

 

 

Figure V .15-Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues (polyphénol -

flavonoïdes) cônes poudre 

b.   Effet des paramètres sur la l’activité antioxydant (DPPH , Test anti radicalaire 

(radical hydroxyle OH)) 

 

Concernant l’évaluation de l’activité anti-oxydante, la présente étude montre que tous les 

extraits possèdent des activités antioxydants, et varient considérablement du type de test réalisé.  

Pour le test DPPH les valeurs d’activité antioxydant varie entre 0% et 68.2% la meilleurs 

activité concerne le 10emer essai avec les condition expérimental suivant : X1 : 4.5g , X2 :2 mn 

, X3 :300w . 

Pour le test anti radicalaire (radical hydroxyle OH) les valeurs d’activité antioxydant varie entre 

0% et 90.63% la meilleurs activité concerne le 12eme essai avec les condition expérimental 

suivant : X1 : 3g , X2 :2 mn , X3 :450w .  

On remarque que la durée de chauffage a un effet négatif sur l’activité anti oxydante, plus la 

durée d’échauffement est lente plus l’activité anti oxydants est faible 
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Les modèles mathématiques de second degré liant chaque réponse au différents facteurs ont été 

obtenu (équation 15 et 16). 

 

(INIB DPPH) % = 63.253 − 9.406 ∗ 𝑋1 − 26.579 ∗ 𝑋2 − 8.1925 ∗ 𝑋3 − 14.5625 ∗ 𝑋1 ∗

𝑋2 + 0.365 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 − 7.04 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 1.7104 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 − 21.1304 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋2 −

7.0529 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3 ………………. (15) 

 

(INIB HYDROXYLE) % = 52.37 − 0.5017 ∗ 𝑋1 − 33.06 ∗ 𝑋2 + 5.4023 ∗ 𝑋3 + 21.5662 ∗

𝑋1 ∗ 𝑋2 + 10.979 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋3 + 0.3341 ∗ 𝑋2 ∗ 𝑋3 − 24.979 ∗ 𝑋1 ∗ 𝑋1 − 3.6947 ∗ 𝑋2 ∗

𝑋2 − 7.666 ∗ 𝑋3 ∗ 𝑋3……………..… (16) 

 

Dans le cas du test DPPH, nous remarquons d’après l’analyse de l’équation, que seul 

l’interaction des facteurs X1X3 exerce un effet positif, alors que tous les autre facteurs linéaire 

X1,X2, X3 et les interactions des facteur X1X2 , X2X3, et tous les facteur quadratique X2, X1, 

X3 exercent un effet négatif.  

Alors que dans le cas du test au radical hydroxyle, le facteur linéaire X3 et tous les interactions 

des facteurs X1X2, X1X3, X2X3 exercent un effet positif. Les facteurs linéaire X1, X2 et les 

effets quadratique X1, X2, X3 ont un effet négatif. 

Après la détermination des effets des facteurs, nous avons réalisé une analyse de la variance 

(ANOVA). Le Tableau V .9 illustre cette analyse. 

Tableau V .9- analyse de la variance (ANOVA) cones entier 

 souce ddl ss MC F0 P 

(INIB DPPH) % modèle 9 9701,593 1077,95 14,3733 0,0045* 

Lack of 

fit 

3 357,72477 119,242 13,8177 0,0682 

R2 0,962787 

R2
ajus 0,895802 

(INIB 

HYDROXYLE) % 

modèle 9 13523,736 1502,64 0,8531 0,6072 

Lack of 

fit 

3 3944,2817 1314,76 0,5408 0,7003 

R2 0,605618 

R2
ajus -0,10427 
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Dans le cas du test au DPPH, le modèle est significatif avec une valeur- P inférieure à 0,05. Et 

la valeur-P pour le lack of fit est supérieure à 0,05. Validant ainsi le modèle. Et dans le cas de 

test pour le radical hydroxyle, nous notons que le modèle est non significatif pour une valeur- 

P supérieur à 0,05. Probablement dû à l’oxydation du réactif H2O2 au cours des dosages, le 

H2O2 est très sensible. 

Concernant la détermination du coefficient de corrélation (R2), celui-ci est de 95 % pour les 

teste d’activité antioxydant en utilisant le test DPPH indiquant une forte corrélation entre les 

valeurs observées et les valeurs prédites ; et de 60% pour les teste d’activité antioxydant en 

utilisant le H2O2; indiquant une faible corrélation entre les valeurs observées et les valeurs 

prédites (Figure V .16) . 

 

 

Figure V .16-Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues (activité 

antioxydant DPPH. H2O2 ) cône EN POUDRE 
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CONCLUSION 

 

L’objectif du travail réalisé était l’extraction des produits phénolique (polyphénols et 

flavonoïdes) et l’évaluation de l’activité antioxydante de ces extraits. 

L’extraction est réalisée sur de la matière végétale, tiges feuillée et cônes de cyprès, en présence 

d’un milieu aqueux dans un microonde. Deux états physiques de cônes ont été étudié : cône 

entiers et cône poudre. 

Trois paramètres opératoires ont été étudiés, le rapport solide : liquide, le temps d’extraction et 

la puissance des ondes. Les réponses étudiées sont : la concentration des polyphénols, la 

concenntration des flavonoides, test anti radicalaire par la méthode DPPH et test anti radicalaire 

par la méthodes H2O2. 

L’approche expérimentale adoptée dans ce mémoire s’inspire des plans d’expériences, 

particulièrement le plan de Box Behken. Ce type de plan permet  à la fois : 

- d’apprécier l’évolution des différentes réponses aux différents facteurs étudiés,  

- mais aussi d’apprécier l’effet individuel de chaque facteur et les effets d’interactions 

entre facteurs.  

Le plan de box Behken avec trois facteurs à trois niveaux est réalisé avec 15 essais. Ce nombre 

réduit d’essais ne touche en aucun cas à la qualité des résultats. Une modélisation mathématique 

des réponses en fonction des facteurs a pu être établie.  

 

Les principaux résultats obtenus ont été sélectionnés pour dégager les conclusions suivantes : 

- Les résultats mettent en évidence le pouvoir des ondes microondes à extraire les 

composés phénoliques, 

- l’extraction des composés phénoliques et des flavonoïdes est dépendantes des facteurs 

étudiés. De même l’activité antioxydante est dépendante des facteurs étudiés. 

- Chaque réponse a pu être modélisée dans un polynôme de second degré. Ces modèles 

sont représentatifs de la relation : réponse- variable.  

- Le signe positif des coefficients de régression des modèles mathématiques représente 

un effet synergique, tandis qu'un signe négatif indique un effet antagoniste. 

- Les modèles postulés de second degré pour chaque réponse ont été évalué par l’analyse 

ANOVA et par la détermination des coefficients de corrélation. 

- les résultats obtenus sont valables uniquement dans les intervalles définis des facteurs 

étudiés et dans les conditions expérimentales instaurées. 
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Enfin, les résultats acquis dans ce mémoire permettent d’envisager de nouvelles perspectives 

pour des études futures, notamment l’exploration d’autre voie d’extraction et l’évaluation de 

d’autres méthodes de mesure de l’activité antioxydant. 
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 ملخص 
هو استخلاص البوليفينول والفلافونويد وتقييم أنشطتها المضادة للأكسدة. تمت عملية  هذه الدراسةالهدف من 

المورقة ومخاريط السرو ، في وجود وسط مائي في الميكروويف. تمت  النباتية، السيقانالاستخلاص من المواد 

المخروط المسحوق. تمت دراسة ثلاث عوامل متغيرة، نسبة  دراسة حالتين فيزيائيتين للمخاريط: المخروط الكامل و

المادة الصلبة: السائل، زمن الاستخراج وقوة أمواج الميكروويف. النهج التجريبي المعتمد في هذه الرسالة مستوحى 

ير تم نمذجة النتائج التي تم الحصول عليها في معادلة كث  .Box Behkenمن التصاميم التجريبية ، وخاصة تصميم 

الحدود من الدرجة الثانية. أظهرت هذه الدراسة قوة موجات الميكروويف لاستخراج المركبات الفينولية ، مع تطوير 

 نشاط كبير مضاد للأكسدة. كما يعتمد الاستخلاص على العوامل المدروسة. وكذلك نشاط مضادات الأكسدة.

 المركبات الفينولية.الكلمات المفتاحية: السرو، الاستخلاص بمساعدة الميكروويف، 

 

 

Résumé 
L’objectif du travail réalisé était l’extraction des polyphénols et des flavonoïdes et l’évaluation 

de leurs activités antioxydant. L’extraction est réalisée sur de la matière végétale, tiges feuillée 

et cônes de cyprès, en présence d’un milieu aqueux dans un microonde. Deux états physiques 

de cônes ont été étudié : cône entiers et cône poudre. Trois paramètres opératoires ont été 

étudiés, le rapport solide : liquide, le temps d’extraction et la puissance des ondes. L’approche 

expérimentale adoptée dans ce mémoire s’inspire des plans d’expériences, particulièrement le 

plan de Box Behken. Les résultats obtenus ont été modélisés dans un polynôme de second 

degré. Cette étude a mis en évidence le pouvoir des ondes microondes à extraire les composés 

phénoliques, tout en concevant une activité antioxydante appréciable. Aussi, l’extraction est 

dépendantes des facteurs étudiés. De même que l’activité antioxydante. 

Mots clé : cyprés, extraction assisté aux micro-ondes, composés phénoliques. 

 

Abstract 

The objective of the work carried out was the extraction of polyphenols and flavonoids and the 

evaluation of their antioxidant activities. The extraction is carried out on plant material, leafy 

stems and cypress cones, in the presence of an aqueous environment in a microwave. Two 

physical states of cones have been studied: whole cone and powder cone. Three operating 

parameters were studied, the solid: liquid ratio, the extraction time and the power of the waves. 

The experimental approach adopted in this dissertation is inspired by design experiments, 

particularly the Box Behken design. The results obtained were modeled in a second degree 

polynomial. This study demonstrated the power of microwave waves to extract phenolic 

compounds, while developing significant antioxidant activity. Also, the extraction is dependent 

on the factors studied. As well as antioxidant activity. 

Keywords: cypress, microwave assisted extraction, phenolic compounds. 
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