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Résumeé :

L’objectif de notre étude est la modélisation de I’extraction des composés
phénoliques de la coriandrum sativum L. Les trois principaux parametres étudiés
lors de la macération sont, le temps, le rapport solide-liquide et le pourcentage
d’éthanol. La modélisation a été réalisée en utilisant la planification
d’expérience. Les réponses étant la teneur en polyphénols totaux, la teneur en

flavonoides et le pourcentage d’inhibition des extraits.
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Abstract :

The objective of our study is to model the extraction of phenolic compounds
from coriandrum sativum L. The three main parameters studied during
maceration are, time, the solid-liquid ratio and the percentage of ethanol. The
modeling was performed using experiment planning. The answers being the
content of total polyphenols, the content of flavonoids and the percentage

inhibition of the extracts.
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Introduction genérale

Pour se soigner, ’homme a longtemps eu recours a des remedes traditionnels a base de
plantes (tisanes, poudres, décoctions), administrés par frictions, inhalations, cataplasmes,
massages ou encore par voie orale. Le nombre d’espéces de plantes a fleurs connues est
¢valué a plus de 400 000. On estime a environ 34 000 le nombre d’espéces encore inconnues
a ce jour.

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre définis comme des
molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites
primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme central. Ces métabolites
secondaires exercent une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur
environnement. lls participent ainsi, de maniére tres efficace, a la tolérance des végétaux a des
stress variés (attaques de pathogeénes d’insectes, sécheresse, lumiere UV...). D’un point de vue
applicatif, ces molécules constituent souvent la base des principes actifs des plantes
médicinales. L’évaluation de la valeur thérapeutique de ces métabolites fait 1’objet de
nombreuses recherches et ameéne a 1’identification des principaux ¢léments actifs de la plante.
L’industrie pharmaceutique s’appuie largement sur la diversité et les propriétés biologiques
des métabolites secondaires végétaux pour le développement de nouveaux médicaments.

Les polyphénols constituent I’'une des principales classes de métabolites secondaires. Ces
composes suscitent un grand intérét de par leurs nombreux effets bénéfiques pour la santé :
prévention et traitement de certains cancers, traitement des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. Certains d’entre eux sont également utilisés comme
additifs pour les industries agroalimentaire, pharmaceutigue et cosmétique.

Le fort pouvoir antioxydant et antimicrobien des plantes de la famille des Apiaceae, a laquelle
appartient la coriandrum sativum L., a fait d’elle qu’elle fait partie des familles botaniques les
plus utilisées au niveau mondial. La coriandre représente donc, une source inépuisable de
substances ayant des activités antioxydantes et biologiques tres variées et dont la
connaissance constituerait une raison de plus pour la préservation et la valorisation de cette
richesse naturelle, par I’extraction des produits a haut valeurs ajoutées qu’elle contient, en
utilisant des procédes de plus en plus performants.

L’objectif de notre étude est la modélisation de 1’extraction des composés phénoliques de la
coriandrum sativum L. Les trois principaux parameétres étudiés lors de la macération sont, le

temps, le rapport solide-liquide et le pourcentage d’éthanol. La modélisation a été réalisée en
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utilisant la planification d’expérience. Les réponses étant la teneur en polyphénols totaux, la
teneur en flavonoides et le pourcentage d’inhibition des extraits.

Le premier chapitre de ce manuscrit est une étude bibliographie relative & la matiére végétale,
objet de cette étude, aux composées phénoliques et aux antioxydants, en générale, et ceux de
la coriandrum sativum L., en particulier, ainsi qu’au procédé d’extraction solide-liquide.

La préparation de la matiere végétale, préalable a la macération des composées phénoliques,
la démarche expérimentale adoptée, ainsi que les différentes méthodes d’analyse, les réactifs
et les outils utilisés, font I’objet du second chapitre.

Le troisieme et dernier chapitre, quant a lui, regroupe les résultats de la macération, réalisés
dans le cadre de la modélisation par le plan Box-Behnken trois paramétres. Les modéles
mathématiques élaborés pour chacun des trois réponses ainsi que leur validation statistique, a

I’aide du logiciel Statgraphics, sont é¢galement présentés.
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I.1 La coriandre
I .1.1 Origine et historique

L'origine de la coriandre est incertaine. Elle poussait a I'état sauvage dans une vaste zone au
Proche-Orient et dans le Sud de I'Europe. Quinze méricarpes desséchés ont été trouvés au
niveau Néolithique que précéramique B de la grotte de Nahal Hamar en Palestine, ce qui est
peut-étre la plus ancienne trace archéologique de coriandre (environ 6 000 ans av. J.C.) [1]

La coriandre semble avoir été cultivée dans la Gréce antique au moins depuis le lle millénaire
av. J.-C. Des tablettes en linéaire B provenant de la civilisation mycénienne mentionnent la
coriandre, en quantité importante, comme offrande rituelle ou comme matiére premiére pour
la confection d'onguents et de produits aromatiques a I'usage des temples-palais [2].

Une des tablettes retrouvées a Pylos fait référence a la coriandre comme étant cultivée pour la
fabrication de parfums, et elle aurait été utilisée sous deux formes : comme épice pour ses
graines, et pour la saveur de ses feuilles [3].

Une grande quantité de coriandre a été retrouvée dans une couche de I'’Age du bronze ancien a

Sitagroi en Macedonia, renforce I'nypothese de la culture de la plante a cette période [4].
I .1.2 Classification et noms vernaculaires

La Coriandre (Coriandrum sativum) est une plante herbacée annuelle de la famille des
Apiacées (Ombelliferes). Elle comprend plus de 3000 espéces. La classification botanique de
la coriandre selon [5]. est la suivante :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Coriandrum

Espéce : Coriandrum sativum L.

Diverses appellations ont été attribuées a C. sativum. Nous citons quelques dénominations

vernaculaires internationales : en arabe, kusbar, en francais, persil arabe, persil chinois et en


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A0
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anglais, coriander [6].

1.1.3 Description botanique

La coriandre est une plante annuelle & racine pivotante. Elle est élancée, ramifiée, mesurant
généralement en floraison de 30 & 60 cm, mais pouvant atteindre 1,4 m [1]. Les tiges, sont
vertes, dressées, gréles, cylindriques et striées, parfois avec plusieurs ramifications latérales
au niveau du premier nceud. Chaque ramification se termine par une inflorescence unique. La
base de la tige d'un plant adulte est creuse et peut atteindre 2 cm de diamétre [1]

Les feuilles, sont vert clair, glabres et alternes. Les feuilles basales sont pétiolées, incisées et
dentées. Les feuilles supérieures, sont sessiles, finement découpées en laniéres et pourvues
d’une longue et large gaine (Figure 1.1) [7]

Les feuilles de Coriandrum sativum L. changent de forme pendant la période de floraison : au
début elles sont belles, bien plates et peu & peu elles deviennent fines rappelant la forme des
fleurs d’aneth. C’est la transformation tout & fait normale, qui indique la monté en graines du

plant (Figure 1.1)

Figure 1.1 : Feuille de la coriandre A : au stade végétatif, B : au stade de floraison [1].

L’inflorescence, est une ombelle composée de 2 a 8 rayons primaires de tailles différentes (de

telle sorte que les ombellules soient placées au méme niveau) et 5 & 20 rayons secondaires [1].
L'involucre a une ou deux bractées foliacées linéaires, mais parfois inexistantes. Les
involucelles ont de 3 a 5 folioles (bractéoles) linéaires, courtes, réfléchies et unilatérales [7].

Les fleurs, sont radiales réguliéres au centre de 1’ombelle, mais irrégulieres 4 la périphérie.
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Elles comportent 5 sépales, 5 pétales blancs ou rosés, 5 étamines, 2 styles relativement longs
et un ovaire super bicarpellaire (Figure 1.1) [8].

Les fruits, sont globuleux, parfois Iégerement allongés, de 3aa 6 mm de diamétre [1] Les
fruits frais sont verts et dégagent la méme odeur que les feuilles. lls deviennent beige, puis
ocre-brun clair au cours de leur maturation et développent une odeur plus aromatique. Ce sont
des schizocarpes (diakénes) constitués de deux meéricarpes hémisphériques accolés et
surmontés de ce qui reste du stylopode (parfois des styles) et des dents du calice, ne se
séparant qu'une fois tres secs. Chaque méricarpe a 9 cotés : 5 primaires flexueux déprimés, 4

secondaires saillantes et carénées (Figure 1.2) [7].

A : Fruits verts B : Fruits murs C : Fruits murs et secs

Figure 1.2 : Différents stades de développements des fruits de la coriandre [9].

La coriandre pousse bien dans les sols lourds ou moyens, bien drainés, fertiles et profonds.
Eviter de trop fertiliser, car un excés d’azote peut retarder le murissement des akénes (graines)
et réduire leur saveur. La plante tolére un pH de 4,9 & 8,2 [10]. Elle s’accommode bien au
froid et & la chaleur, mais elle exige le plein soleil et doit étre arrosée en période seche. La
coriandre est généralement exempte de ravageurs, mais elle est sensible aux maladies a
champignons, particuliérement si le temps est humide et pluvieux ou si la terre est trop riche
en azote. La plante est aussi sujette a la pourriture des racines, si le sol est mal drainé [11]

-La coriandre est une plante originaire de la méditerranée et cultivée depuis longtemps en
Europe, en Asie, dans certains pays d’Afrique et en Amérique [12]. Les principaux
exportateurs de la coriandre sont la Turquie, la Tunisie et le Maroc [13].

1.1.4 Composition chimique de la coriandre

Comme beaucoup de végétaux vert et frais, la feuille de coriandre contient des pigments

caroténoides (provitamine), des flavonoides antioxydants, des vitamines hydrosolubles
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notamment vitamine C et K et des acides phénols antioxydants. Il n’y a pas d’alcaloides
toxiques, mais un peu d’huile essentielle (environ 0,7%), 2-dodecenal (environ10%) et 1-
decanol (environ 7%) [14].

Les feuilles quand on les froisse libérent les aldéhydes de 1’huile essentielle qui possédent une
odeur trés marquée, plutdt désagréable, évoquant généralement celle de la punaise. Les
racines exhalent une odeur encore plus forte que les feuilles [8].

Les fruits contiennent une huile essentielle, ils sont la partie véritablement medicinale, mais
seulement quand ils sont bien murs et secs. Les fruits contiennent également des substances de
réserve 20% de lipides et 15% de protide [8].

1.2 Composés phenoliques

| .2.1 Généralités

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments synthétises par les
vegétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. lls participent a la défense des

plantes contre les agressions environnementales [15]

1.2.2 Structures des composés phénoliques
1.2.2.1 Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ils sont formés d’un squelette
de base a 15 carbones (C6-C3-C6). Ces composés existent sous forme d’aglycones (génines)
ou sous forme de glycosides et plus de 4000 structures sont connues a ce jour [15]. Les
principaux aglycones sont représentés dans la figure 11. Tous les flavonoides peuvent étre
regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central
[16].
On peut remarquer ici que :
e Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores ;
e Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que les
flavones ;
e Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que 1’on
trouve souvent sous forme de glycosides ;

e Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones ;
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e Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau pyronique
entre les positions 1 et 2

e Les anthocyanidols sont des dérivés réduits des flavonols avec formation d’un
oxonium ;

e Les flavanes ou catéchines sont également des produits de réduction, au moins
formellement, des flavonols.

e Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones, des flavonols,
en particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux des flavanes,

flavanoneset chalcones.

@)
Flavones Isoflavones Flavonols
Figure 1.3 : Les principaux aglyconesdes flavonoides.
1.2.2.2 Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits [17]. Ils sont caractérisés par 1’engagement de I’hydroxyle en
position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines (les
anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) [18].

1.2.3.3 Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des pheénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines [19]. Les tannins sont caractérisés par une saveurastringente et sont trouve

dans toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines [20].
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On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine

biogénétique :

1.2.3.3.1 Tannins hydrolysables

Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide phénol. Le
sucre est tres généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas
des gallotannins soit ’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés
ellagitannins [17] et [19].

1.2.3.3.2 Tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols

lIs se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre
dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone- carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes

vegétaux, Gymnospermes et Fougeres [21].

1.2.3.4 Acides phénoliques et phénols simples

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette

dénomination est réservé aux seuls dérives des acides benzoique et cinnamique.

1.2.3.4.1 Acide phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et
son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs du tannin
Hydrolysable. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés

utilisé dans le secteur pharmaceutique [17].
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1.2.3.4.2 Acide phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique)
ont une distribution trés large; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu
fréquents[17]. Les acides cinnamiques et caféique sont des représentants communs du groupe
de dérivés phénylpropaniques qui differe par son degré d’hydroxylation et de méthoxylation
[19].

1.2.3.4.3 Phénols simples

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutdt rares dans la nature a 1’exception
de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les deux
phénols hydroxyleés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois ont été

montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes [19].

1.2.3.5 Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composes
connus par des benzo-a-pyrone [22] et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se
trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont

responsables de lI'odeur caractéristique du foin [19].

1.2.3.6 Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-
diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique
(ortho-quinones) [17]. Elles sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le regne

végétal et sont fortement réactives [19].
1.2.3.7 Stilbéne
Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides, ce

sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les

microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes
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sont les raisins, les vins, le soja et les arachides [23].
1.2.3.8 Lignanes
Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités phénylpropaniques

(C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de composés ont été isolés

dans environ soixante-dix familles.

Tableau 1.1 : Principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné |Classe Structures de base
Cs Phénols simples
o
Ce-C1 Acides hydroxylbenzoiques
©/COOH
Ce-Cs Acides hydroxycinnamique
coumarines ©/\,COOH
Ce-Ca Naphtoquinones
(0]
0
Cs-C2-Cs Stilbénes
Sase
C6-C3-Cs Flavonoides
o )
LI
(C6-C3)2 Lignanes
(C6-C3)n Lignines
(C6-C3-C6)n Tanins condensés

10
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1.2.3 Les proprietés thérapeutiques

1.2.3.1 Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la
plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, resistance aux UV) soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux; dans les critéeres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'homme dans sa consommation des
organes vegetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...),
pendant lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini [24].

1.2.4.2 Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et
de leurs propriétés antioxydantes [24]. Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des
propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,
analgésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice,
estrogéniqueet/ ou anti-estrogénique. lls sont également connus pour moduler 1*activité
de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides favorisent la
relaxation vasculaire et empéchent I'agglutinement des plaquettes sanguines. Par
conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent
I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome. Ils
sont aussi anxiolytiques et protéges nos arteres contre l'athérosclérose et réduit la
thrombose (caillots dans les arteres). Les exemples de quelques composés phénoliques et

de leurs activités biologiques sont récapitulésdans le tableau.

11
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Tableau 1.2 : Propriétés biologiques de quelques polyphénols dans 1’organisme

Polyphénols Activités biologiques Auteurs
Acidesphénols Antibactériennes ,anti-ulcéreuses, [25-26]
(cinnamiquesetbenzoiques) antiparasitaires antifongiques,

antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires,anti- [27-28]
inflammatoires, anti parasitaires

analgésiques et anti cedémateuses

Flavonoides Antitumorales,antiparasitaires,vaso,dila [29-30-31-32]
toires,antibactériennes,anticarcinogens,
anti-inflammatoires,
analgésiques,hypotenseurs, antivirales,
diurétiques,
ostéogene,antioxydantes,anti-
atherogéniques,

antithrombotique,anti-allergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, [33]

antioxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le [34]
collagene,antioxydantes,antitumorales,

Antifongiqueset anti-inflammatoires

Tannins galliques et caté- Antioxydantes [35-36]
Chiques
Lignanes Anti-inflammatoires,analgésiques [37]
Saponines Antitumorale,anticancérigéne, ... [38]
Phytostérols Agent de protection contre 1’hormone [38]

1.2.3.3 Dans la régénération des sols pollués

Ce processus était ignoré jusqu'a tout récemment et il consiste en la biotransformation

des matiéres organiques dans le sol ou la lignine du type syringyl (un des millions de

12
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composes phénoliques) joue un role essentiel, tout comme un grand nombre d'autres
composés phénoligques. Cette biotransformation n'est que le début d'un long processuslié a
la transformation des sols, ce qui est la régulation de la vie des sols, par un contr6le de la
mise en disponibilité des nutriments. Elle influence directement la résistance a I'érosion,
stimule, protége a la fois différentes phases de la vie animale, bactérienne, fongique qui
sont les principales responsables de la pédogenése [39]. C'est ainsi que le sol demeure
stable et fertile. La biotransformation des tissus organiques est responsable du maintien
de la biodiversité et de la structure physique du sol. Ces caractéristiques biologiques

régissent la disponibilité de lI'azote et du phosphore.

1.3 Les antioxydants

1.3.1 définition et classification

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de facon
constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des

cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule [40].

1.3.1.1. Les antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et

de peroxydase (glutathion et ascorbate) [40]. Ces enzymes antioxydantes permettent

I’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

superoxyde dismutase

207 + 2H" H202+ O2
Catalase
2H,0; 2H,0 + O,
Glutathione peroxydase
H.0,+ 2 GSH 2H,0 + GSSH

13
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De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique [42].

1.3.1.2 Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant pi¢ge un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Figure 1.4) [41]

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides, les composés

phénoliques,...etc. [42].

R. libres primaires K . libres organiques
RO,
Antioxyvdants primaires Antioxydants organigues
7 s0D ™, 7 Vitamine EAC ™
|. catalase ;: | Glutathion '|
K\\H--Fhrr-nx} dase - --"‘x polvphénols .

— e s e
— — ~— -

Figure 1.4 : les systemes de défense contre les radicaux libres [42].

1.3.2 Evaluation de I’activité antioxydante

1.3.2.1 Activité antiradicalaire DPPH

La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme un radical libre
stable par la vertu de la délocalisation de 1’électron disponible, qui provoque la couleur
violette profonde, caractérisée par une absorption. Il réagit avec des groupements amines, les
phenols et les acides. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d’une substance qui
peut donner un atome d’hydrogéne ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite
(DPPH) avec la perte de lacouleur violette et ’apparition d’une couleur jaune pale due a la
présence de groupement picryl et I’absorbance est lue a 517 nm [43]

L’activité antiradicalaire DPPH estimée selon la méthode d’écrite par [44]. 2ml d’extrait,

14
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mélangé avec 2 ml de solution de DPPH suivi d’une homogénéisation, Aprés 30 min a
I’obscurité 1’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé
selon la formule suivante :

AbsC : Absorbance du control.

) AA%= ((Abs C — Absk)/Abs C) x 100
ADsE : Absorbance d’échantillon

1.3.2.2 Activité antiradicalaire ABTS

La méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical cation ABTS*, acide
2-2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le radical est formé par 1’oxydation de
I’ABTS incolore avec différents composés, comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou le
persulfate de potassium [45]

L’activité antiradicalaire ABTS évaluée par la méthode d’écrite par [45]. Un volume de 100
pl d’extrait est mélangé avec un volume de 1ml d’ABTS, L’absorbance dumélange est lue
aprés 7 min a 734 nm. La différence d’absorbance entre la solution d’ABTS en présence et en
absence de I’échantillon refléte le potentiel des composés responsables de cette activité a

réduire ce radical. Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

AbsC : Absorbance du control.
AbsC—AbsE
o AA%= Z2=P257%100
ADbsSE : Absorbance d’échantillon AbsC

1.3.2.3 Pouvoir réducteur

Beaucoup d’études ont indiqué la présence d’une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance réductrice [46]. Cette méthode est utilisée pour évaluer la
puissance réductrice des antioxydants des extraits via la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer
ferreux (Fe*?) [47].

Le pouvoir réducteur réalisée selon la méthode décrite par [ 48]. Un volume de 500 pl
d‘extrait, plus un volume de 1500 ul de tampon phosphate, et 1500 pl de potassium
hexacyanoferrate, homogénéisation, incubation a 50°C dans un bain marie pendant 20 min,
Apres incubation ajoutée 1500 pl d’acide trichloracétique (TCA) au mélange, prélevé un
volume de 1250 pl de ce mélange est dilué dans 1250 ul de I’eau distillée (H20), puis ajoutée

1250 pl de chlorure ferrique (Fecls), homogénéisation, aprés 10 min ’absorbance est lue a
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700 nm. les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100g d’échantillon

(mgEAG/1009)

1.3.2.4 Test FRAP

Le test FRAP ou ferric reducing antioxydant power est basé sur la réduction d’un complexe
ferrique tripyridyletriazine ferrique (TPTZ-Fe®*") en sa forme ferreux (TPTZ-Fe?*) par un
antioxydant a faible pH. La solution de TPTZ a une couleur bleu intense dont le maximum
d’absorbance est de 593 nm.

Le test FRAP est évalué selon le protocole décrit par (Macimovic et al.2005.) 100 pl d’extrait
(dilué 1/5:

100 pul d’extrait plus 400 ul d’éthanol), ajoutée 1mlde réactif de FRAP (rapport (100. 10.
10), 100 ml tampon acétate de sodium 300 Mm et 10 ml de TPTZ 10 Mm, 10ml de Fecl; 20
Mm), Apres Smin I’absorbance lue a 593 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent

d’acide gallique par 100g d’échantillon (mgEAG/100g).

1.3.3 Application des antioxydants

1.3.3.1 Utilisation dans I’industrie agroalimentaire

Les antioxydants sont largement utilisés dans le domaine agroalimentaire afin de prolonger la
durée de vie des aliments. Toutefois leur utilisation est reglementée. La liste d’additifs
susceptibles d’étre utilisés est précise. Les différents composés sont classés en fonction leur

structure chimique.

1.3.3.1.1 La vitamine C et ses dérivés

La vitamine C (ou acide ascorbique) est une vitamine hydrosoluble sensible a lachaleur et a
la lumiére que I’on retrouve a 1’état naturel.

Elle est surtout utilisée en agroalimentaire pour les produits a conservation longue et non
réfrigérée afin d’éviter la prolifération de bactéries a 1’origine de la dégradation du produit.
Elle est également utilisée pour son pouvoir réducteur dans le vin et la biére ainsi qu’a titre
préventif d’oxydation pour certains fruits (e.g, mirabelle).

Un des dérivés de 1’acide ascorbique est 1’ascorbate de sodium. Il s’agit d’un produit
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synthétique qui est utilisé avant tout comme antioxydant mais également en tant que fixateur
de couleur et supplément vitaminique. On le retrouve dans certains aliments pour bébé ainsi
que dans les poissons surgelés. Autre dérivé de I’acide ascorbique, 1’ascorbate de calcium est
un sel de calcium dont la principale utilisation est ’application sur les pommes avant leur
commercialisation afin d’empécher leur oxydation et ainsi leur brunissement. De la méme
fagon, I’ascorbate de potassium est utilisé pour prévenir I’oxydation des beurres, sirops et
conserves. Le palmitate d'ascorbyle est un ester d'acide ascorbique et d'acide palmitique
permettant a la vitamine C d’étre liposoluble. On le retrouve dans les laits déshydratés, les
matieres grasses ainsi que dans les aliments diététiques pour nourrissons et/ou enfants en bas
age. Le stéarate d'ascorbyle est un ester formé d'acide ascorbique et d'acide stéarique. Ilest
utilisé dans la conservation des margarines. Son utilisation est interdite en France mais

autorisé aux états unis

1.3.3.1.2 Les dérivés de I’acide gallique

L’acide gallique ou acide 3, 4,5-trihydroxybenzoique est un acide phénolique non utilisé dans

son état basal. Cependant, ses sels et esters sont largement plus répandus.

COOH

HO OH
OH

Figure 1.5 : Structure chimique de I’acide gallique

-Le gallate de propyle est un composé de synthese formé a partir d’acide gallique et de
propanol. Au niveau de I’intestin, il est métabolisé, redonnant I’acide gallique et le propanol.
Son utilisation est autorisée mais a une concentration maximale de 100 mg/kg. On le retrouve
dans les laits en poudre pour distributeurs, les chewing-gums et les pommes de terre
déshydratées. Il est a noter que son cousin, le gallate d’octyle est également utilisé dans les
mémes aliments.

-Par son caractére liposoluble plus important que les deux précédents, le gallate de dodécyle
est utilisé afin d’empécher le rancissement par oxydation des produits gras.

-Enfin, le gallate d’éthyle est un composé organique résultant de I’estérification de ’acide
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gallique par I’éthanol. Il est utilisé dans les soupes et la boulangerie fine.

1.3.3.2 Utilisation en cosmétologie

Un produit cosmétique se définit comme étant une substance ou un mélange destiné a étre mis
en contact avec une partie superficielle du corps humain (e.g , épiderme, ongles, lévres). Son
action a pour but de nettoyer, protéger, conserver, parfumer ou corriger 1’aspect. Il s’agit de
produits participant a I’hygiéne et a I’embellissement, leur activité superficielle étant
souvent localisée au niveau de I’épiderme. On les trouve sous différentes formes comme des
cremes, gels, émulsions.

-Les produits modifiant 1’apparence ont été utilisés trés tot dans notre Histoire. Par exemple,
Néron et Poppée utilisaient de la céruse et de la craie pour éclaircir leur peau. De nos jours,
entre ’industrialisation et les avancées scientifiques, la cosmétologie a pris une importance
toute particuliére dans notre société en raison du culte de I’apparence lié notamment au
développement de la publicité.

Il faut entendre par produit cosmétique :

Les produits d'hygiéne (e.g. démaquillant, dentifrice, déodorant)
Les produits de soin du visage (e.g. creme antiride, creme de jour, creme de nuit, creme

hydratante, masque de beauté)

e les produits capillaires (e.g. aprés-shampooing, gel, teinture)

e les produits de magquillage (e.g., anti-cerne, autobronzant, fond de teint,
mascara)

e les parfums

e les écrans solaires

e les produits pour le rasage et les produits dépilatoires

e les préparations pour bains et douches

e les produits de soin du corps : huile, lait, gommage, creme pour les mains.

Actuellement, les produits cosmétiques peuvent contenir jusqu’a 50 ingrédients, parmi les
8000 ingrédients cosmétiques référencés. lls sont généralement constitués d’un ou plusieurs

principes actifs, d’excipient(s) et d’additifs (e.g., adjuvants, conservateurs, colorants).

En cosmétologie, les additifs ont pour but d’améliorer la conservation, la couleur, la texture
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ou le parfum des produits fabriqués. Les antioxydants sont tres largement utilisés en
cosmétologie, que ce soit comme principes actifs ou comme additifs. Ils sont méme gage
d’efficacité pour le consommateur et sont souvent mis en avant dans les campagnes de

marketing. La notion d’antioxydant peut parfois étre floue en cosmétologie.

Les antioxydants conservateurs que 1’on trouve ans les produits cosmétiques peuvent étre
d’origine naturelle ou synthétique. Quoi qu’il en soit, ils se doivent de répondre aplusieurs
critéres : ils doivent protéger le produit cosmétique des dégradations photo-induites ou de

I’oxydation due a I’air, tout en n’en modifiant ni I’odeur, ni I’aspect ni la couleur.

Leur intérét repose sur la capacité a interrompre activement la réaction de peroxydation. Ils
vont étre utilisés dans toutes les formulations contenant des corps gras insaturés mais
également dans celles contenant des extraits végétaux riches en oxydases. De plus, les
antioxydants vont permettre de limiter le phénoméne de rancissement dont peuvent étre

victimes les produits cosmétiques.

En tant qu’additifs, les antioxydants sont présents dans les produits cosmétiques a une

concentration d’environ 0,02 a 0,05%(77).

1.4 Les procédés Extraction

1.4.1 Procédé classique

Il existe de nombreuses méthodes utilisées pour I'extraction des polyphénols. Les méthodes
conventionnelles incluent I’extraction solide-liquide, dans laquelle les tissus végétaux sont
extraits dans des solvants liquides avec macération ou extraction au Soxhlet, et extraction
liquide-liquide. L'hydrodistillation est une méthode conventionnelle qui peut étre appliquée a
la fois en laboratoire et a grande échelle pour la production d'huiles essentielles qui
contiennent principalement des ingrédients volatils de matiéres végétales telles que des
terpénes [49]. Plusieurs facteur pourraient affecter la récupération des polyphénols, tels que le
type de solvant, le pH, la température, la durée de l'extraction, rapport solide / liquide et
granulomeétrie du tissu végetal [50]. L'éthanol, le méthanol, I'acétate d'éthyle, I'hexane ou le
diéthyle ont été utilisé pour I'extraction des polyphénols des tissus végétaux. Récemment, des
solvants non pétroliers sont utilisés, tels que I'eau, la glycérine, ou des solutions aqueuses de
cyclodextrines [51]. Le volume de solvant doit étre suffisant pour garantir que tout le tissu

végétal est immergé dans le solvant tout au long du processus d'extraction, en particulier lors

19



Chapitre | : Eude bibliographique

de l'utilisation d'une matrice qui gonfle pendant I’extraction. Les ratios solvant : tissu végétal
les plus appliqués sont de 10: 1 (mL / mg) a 20: 1 (mL / mg) [52]. La sélection du bonne
température d'extraction est également cruciale dans l'isolement des polyphénols car les
polyphénols sont considérés comme des ingrédients thermosensibles. Comme un exemple, la
teneur polyphénolique de I'extrait de feuille d'olivier s'est avérée diminuer pendant I'extraction
au-dessus de 70 ° C, et cela peut étre Attribuée a la dégradation ou & la modification des
polyphénols au-dessus de cette température (interactions covalentes possibles avec autres
constituants des matrices de cellules végetales) [53].

Les valeurs optimales des différentes variables d'extraction (température, temps, rapport
solvant / tissu) pourraient étre obtenues en optimisation. La méthodologie de recherche
commune contient une conception expérimentale composite centrale (Box-Behnken) et
méthodologie de surface de réponse, ou des variables indépendantes telles que la température,
le temps et le pH sont optimisées. L'évaluation pourrait étre basée sur la mesure de réponses
sélectionnées dans les extraits obtenus qui sont proportionnelles au phénol. Teneur de I'extrait,
telle que le rendement total en polyphénols ou I'activité antiradicalaire [53].

-Les inconveénients fondamentaux des techniques d'extraction traditionnelles sont la
consommation de solvant, la consommation d'énergie élevée, la dégradation thermique des
composants sensibles a la chaleur et la longue durée d'extraction. De plus, le mentionné
précédemment les techniques ne sont pas sélectives et d'autres ingrédients polaires pourraient
étre extraits avec des polyphénols lorsque I'extraction fonctionne avec des solvants polaires.
Plus récemment, des techniques d'extraction non conventionnelles ont vu le jour, y compris
I'enzyme extraction assistée, extraction par fluide supercritique (SFE), extraction assistée par
micro-ondes, ultrasonication, liquide sous pression extraction (PLE), extraction de champ

électrique pulsé, extraction de liquide ionigque et extraction avec des cyclodextrines [54].

1.4.2 Procédé alternatifs
1.4.2.1 L'extraction assistée par des enzymes

Implique I'utilisation d'enzymes telles que la pectinase, la cellulase et I'hémicellulase pour
améliorer 1’extraction de composés polyphénoliques a partir d'un matériel végétal. Pendant le
traitement enzymatique, les parois cellulosiques vegétales sont hydrolysees [55]. L'extraction
assistée par enzyme des polyphénols peut économiser du temps de traitement et de I'énergie,
et potentiellement fournir un processus d'extraction plus reproductible a [I'échelle

commerciale. Une augmentation des composés phénoliques extraits (25,90% a 39,72%) ont
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été observés apres une extraction assistée par enzyme a partir d'écorces d'agrumes et de marc
de raisin [56]. En autre Par exemple, plus de pigment a été extrait pendant le processus de
vinification, lorsque des enzymes ont été appliquées sur les peaux de raisin [57]. Les enzymes
dégradantes affaiblissent ou dégradent l'intégrité des parois cellulaires et facilitent I'extraction
des phénols [58].

L'extraction assistée enzymatique pourrait également é&tre utilisée comme technique
d'extraction de prétraitement et pourrait étre combinée avec d'autres techniques non
conventionnelles. Par exemple, I'extraction assistée par enzyme de lycopéne avec du dioxyde
de carbone supercritique (CO 2) une extraction a partir de cultivars de tomates riches en

pigments a été proposée [59].

1.4.2.2 Extraction assistée par ultrasons

Le mécanisme d'action implique la formation de bulles de cavitation lorsque les ondes
ultrasonores traversent I'extraction systéme, formant des cycles alternatifs de compression et
de décompression, qui a leur tour aboutissent a la compression et a I'expansion de bulles.
Lorsque les bulles deviennent trop grosses pour étre contenues par la force de tension
superficielle, elles s'effondrent, entrainant un cisaillement forces pour briser ou perturber les
parois cellulaires d'une matiére végétale en contact [60,61] . Cette technique a été appliquée
dans I’extraction de polyphénols a partir de tourteaux de graines. Il a été prouvé que les
ultrasons augmentent les rendements d'extraction des polyphénols [62] . L'extraction des
polyphénols assistée par ultrasons du marc de pomme a été étudiée et les résultats ont montré
que, lorsque différents parameétres (puissance ultrasonique, température et durée de
sonication) ont été optimisés, les rendements ont augmenté de plus plus de 20% par rapport
aux procédures conventionnelles. La méthode apparait comme une alternative pertinente,
rapide et durable a la procédure conventionnelle, et une mise a I'échelle du processus est
possible [63] .

1.4.2.3 Extraction assistée par micro-ondes (MAE)
La micro-onde est un moyen simple et rapide de chauffer le solvant d'extraction. La
distribution de température d'un systeme d'extraction soumis a un chauffage conventionnel

dépend de sa conductivité thermique, tandis que le chauffage par micro-ondes entraine le

chauffage de tous les éléments individuels
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d'un matériau instantanément [64]. Il s'est avéré plus efficace que les techniques de libération
de composés antioxydants a partir de sous-produits agricoles tels que les écorces d'agrumes
[65] . Dans d'autres recherches, il a été montré qu'avec un traitement aux micro-ondes de
seulement 4 min, des rendements plus élevés en antioxydants étaient extraits du thé vert
feuilles comparées a celles obtenues par extraction au reflux [66]. MAE a également été
appliquée dans l'isolement de polyphénoliques composés de marc de pomme. En général,
MAE peut augmenter la vitesse d'extraction jusqu'a 29 fois par rapport a macération

conventionnelle ou méthode Soxhlet [67].

1.4.2.4 Extraction de fluide supercritique

L'extraction SFE utilisant le CO2 comme solvant est considérée comme une méthode durable
d'extraction de matieres végétales avec beaucoup d’applications dans l'industrie alimentaire
ainsi que dans la pharmacie et I'ingénierie environnementale [68]. La méthode SFE est rapide,
automatique, sélectif et évite l'utilisation de grandes quantités de solvants toxiques. Il peut
étre considéré comme adapté aux composeés thermosensibles. Cependant, en raison de son non
polarité, le CO2 n'est pas efficace pour les composés phénoliques polaires. L'introduction des
modificateurs, tels que I'éthanol, le méthanol ou I'eau, augmentent le pouvoir solvant du CO2 ,
ce qui peut augmenter la sélectivité et le rendement d'extraction des composés cibles et font
du SFE une technique appropriée pour I'extraction des polyphénols [69] .

Des variables indépendantes telles que la température, la pression et le temps d'extraction
pourraient étre optimisées [70] . A titre d'exemple, le CO2 supercritique modifié avec 10% de
méthanol s'est avéré étre un solvant plus efficace que le n-hexane pour l'isolement de

polyphénols de feuilles d'olivier [71].

1.4.2.5 Extraction de liquide sous pression

Les solvants sous pression utilisent des pressions et parfois des températures élevées, ce qui
améliore considérablement la vitesse du Processus d'extraction. En général, PLE améliore le
rendement d'extraction, diminue le temps et la consommation de solvant, et est considéré
comme une méthode appropriée pour les composés sensibles [72] . Dans des conditions sous-
critiques, les liaisons hydrogene intermoléculaires de I'eau se décompose et la constante
diélectrique de l'eau diminue. Lorsque la température augmente jusqu'a 250 ° C, le constant

diélectrique de I'eau est réduit a 27, ce qui est similaire a la constante diélectrique de I'éthanol.
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Pour cette raison, les conditions sous-critiques sont plus idéales pour I'extraction des
polyphénols [73] . La methode d'extraction n'influence pas les profils des composés
phénoliques par rapport a ceux de la méthode conventionnelle [74] . L'utilisation & 100%
d'eau élimine le codt de I'éthanol lui-méme et le colt du processus d'évaporation des solvants
organiques. Le PLE a 160 ° C a produit les rendements les plus élevés d'extrait de phénols de
canola farine par rapport a 1’éthanol [75] . Dans une étude similaire, PLE a été trouvé pour
récupérer efficacement les acides phénoliques (chlorogénique, caféique, etc.) de la peau de
pomme de terre [76]. Les PLE ont également été utilisés en combinaison avec des extractions
pour l'extraction des anthocyanes a partir de bagasses de petites baies. Les résultats ont

montré que la combinaison des deux techniques augmente I'efficacité d'extraction [77].

1.4.2.6 Extraction par adsorption

L'adsorption permet la séparation de composés selectionnés a partir de solutions diluées. Par
rapport aux technologies alternatives, lI'adsorption est une technique attrayante pour sa relative
simplicité de conception, de fonctionnement et de mise a I'échelle, haute capacité, favorable
tarif et faible co(t [78]. Un procédé innovant d'élimination des polyphénols d'extraits de
protéines de tournesol par adsorption et I'échange d'ions a été développé [79] . La procédure
appliquée dans cette étude a donné des isolats de protéines de haute qualité en raison
d’¢limination presque compléte des polyphénols et couleur considérablement éclaircie. Les
électro technologies, telles que les champs électriques pulsés ou les décharges électriques a
haute tension, sont tres importantes et ont été qualifiée de techniques plus écologiques et
relativement moins cheres pour la récupération de certains composés précieux spécifiques
comparé aux méthodologies d'extraction conventionnelles [80] . Dans I'extraction assistée par
champ électrique pulsé, le matériau localisé entre deux électrodes est exposé a un fort champ
électrique et par la suite la formation de pores se produit [81] . Les conditions sont douces car
le champ électrique est appliqué a température ambiante et la durée du traitement est
inférieure a 1 s. Le champ électrique affecte le matériel végétal en formant des pores
temporaires ou permanents dans les membranes cellulaires [82] . La force de I'électrique
champ, allant de 100 a 300V / cm, affecte directement I'efficacité de I'extraction des
polyphénols. A titre d'exemple, un champ électrique de haute intensité (2,4 kV / cm, 50
impulsions, 2,3 kJ / kg) a augmenté la teneur en polyphénol d'un extrait de raisin de 28% par
rapport a un champ électrique faible (0,5 kV / cm, 50 impulsions, 0,1 kJ / kg), en raison du

degré plus élevé de membrane cellulaire perméabilisation.
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1.4.2.7 Polymeéres a empreinte moléculaire (MIP)

La technologie d'impression moléculaire peut étre utilisée pour générer des récepteurs
polymeres artificiels spécifiques tels que des phases stationnaires. la génération d'éléments de
reconnaissance plastique en général est possible avec toute molécule portant au moins un
groupe chimique fonctionnel [83]. Les phénoliques contiennent plus d'un groupe hydroxyle et
les récepteurs polyméres artificiels pourraient étre construit [84] . Le MIP semble étre un outil
attractif pour extraire les polyphénols de sources naturelles. Quercétine le polymere imprime a
été construit et utilisé pour extraire la quercétine et les analogues structuraux de la quercétine

présents dans différents déchets solides tels que les déchets d'oignon [85].

1.4.2.8 Extraction assistée avec des cyclodextrines comme consolant

Les solutions de cyclodextrine ont été efficacement appliquées comme milieu d'extraction
pour I'extraction des polyphénols. Cyclodextrines, un groupe d'oligosaccharides cycliques qui
ont la structure d'un cbne tronqué, peuvent agir comme des molécules hotes qui forment une
inclusion complexes avec des polyphénols [86] . Les solutions aqueuses de cyclodextrines
pourraient étre considérées comme des solvants verts alternatifs, car la formation de
complexes entre les cavités hydrophobes et les polyphénols pourrait améliorer le rendement
d'extraction [87].

La 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrine a été utilisée comme cosolvant lors de I'extraction des
polyphénols des feuilles d'olivier. La formation de complexes d'inclusion hydrosolubles entre
I'oleuropéine, le principal polyphénol des feuilles d'olivier, et la cylodextrine a été étudiee
[88]. Les cylindodextrines ont également été utilisées dans une approche holistique pour
I'exploitation de la grenade comestible et les parties non comestibles. La présence de
cylodextrine lors de l'extraction augmente la teneur totale en phénol et I’activité de piégeage
des extraits de grenade. Les technologies membranaires et en particulier la nanofiltration sont
également considérées comme des techniques de séparation alternatives appliquées pour
séparations en phase liquide. Les avantages de cette technique sont le rendement élevé et le
faible apport d'énergie, car seule la pression est appliquée dans le mélange et les conditions de
fonctionnement douces [89]. Concernant I'isolement des polyphénols, les membranes avec un
seuil de poids moléculaire approprié pourraient étre sélectionnées pour fractionner des
molécules avec une certaine plage de poids moléculaire (150-1000Da). Ces derniéres années,

un grand nombre d'applications potentielles de la nanofiltration ont été proposées. La
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technique a également été appliquée a des matrices complexes telles que la propolis. Les
membranes retiennent environ 94% des composes phénoliques et 99% des flavonoides de la
propolis montrant une efficacité élevée dans la concentration des extraits de propolis lorsque
I'eau et I'éthanol est utilisé comme solvants [90]. La technique est également applicable aux
déchets des moulins a huile, ou les polyphénols avec certains des poids moléculaires, tels que
I'nydroxytyrosol, le tyrosol, I'oleuropéine, l'acide caféique et I’acide protocatéchuique,
pourraient étre obtenus [91]. Les polyphénols issus de sous-produits de l'industrie du vin
(pépins de raisin, marcs de raisin fermentés, lies et liqueurs) ont été également isolés avec des

technologies membranaires.

1.4.3 Les facteurs influencant I’extraction

Beaucoup de facteurs indépendants de la nature du solvant sont susceptibles d’influencer
I’extraction du soluté. Parmi ces facteurs, citons la matrice et les propriétés physicochimiques

de la molécule

1.4.3.1 La matrice

Les matrices et en particulier les matrices biologiques sont des milieux trés variés et trés
complexes (sang, urines, liquide gastrique, visceres, cheveux...).Plus la matrice est complexe,
plus il y aura de molécules interférentes. Elles sont d’origine endogéne ou exogeéne, organique
ou minérale (protéines, lipides, phospholipides, acides biliaires, ions ou autres médicaments).
Le plasma est constitué¢ a 90 % d’eau et contient des électrolytes, des protéines (75 g/L) dont
I’albumine, des globulines ainsi que des lipides. Les molécules d’intérét en toxicologie ne
représentent alors qu’une infime partie de cette matrice. Une extraction idéale serait réalisée
grace a un solvant organique qui permettrait de n’extraire que le soluté et de laisser dans la
matrice toutes les autres substances. Un tel solvant organique n’existe pas. En pratique le

solvant devra étre le plus sélectif possible vis-a-vis du soluté.
1.4.3.2 Le soluté
Le solute est la substance ou la molécule a extraire. Il possede des caracteres

physicochimiques qui lui sont propres. Sa structure chimique influence naturellement le

coefficient de partage. Celui-ci augmente avec la longueur de la chaine carbonée et le nombre
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de carbones identiques, une molécule ramifiée ayant un coefficient de partage inférieur a la
méme molécule linéaire. La présence d’un hétéroatome d’oxygéne ou d’azote diminue le
coefficient de partage car il apporte un groupement hydrophile (groupement hydroxyle,
carbonyle ou amine). Au contraire, la présence d’un atome d’halogéne favorise le passage

dans la phase organique.

1.4.3.3 Influence du pH

Une régle fondamentale dans le processus d’extraction est que seules les molécules de charge
globalement neutre sont extractibles par les solvants organiques. C’est pourquoi les ions tels
les électrolytes (Na™ ou CI") ne sont pas extraits par les solvants hydrophobes. Il est donc
nécessaire de supprimer le caractére ionique avant de procéder a I’extraction. Les anions
d’acides carboxyliques (A’) ne sont pas extractibles a partir d’une solution aqueuse. En
diminuant le pH, on favorise I’apparition de la molécule sous sa forme moléculaire (AH). On
parle de recul d’ionisation. Il en est de méme pour les cations (BH'). En augmentant le pH, il
y a perte du proton li¢ a 1’azote qui se transforme en molécule extractible (B). C’est le cas par
exemple des alcaloides, des amphétamines, des benzodiazépines ou des opiaces qui sont des
substances extractibles en milieux alcalin. Il est important de connaitre la constante d’acidité
(pKa) de I’analyte. Il convient de se situer dans une zone de pH a (pKa - 2) pour les molécules
acides et a (pKa+2) pour les molécules basiques. Dans ces conditions de pH, la forme
moléculaire est majoritaire et représente 99 % de 1’analyte. Dans le cas d’ampholytes, le pH
optimal de travail se situera au pH isoélectrique. S’il n’est pas possible de rendre la molécule

neutre, une des solutions est de travailler par formation de paires d’ion.
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11.1 Matiere végétale utilisé

La graine de coriandre est la matiére végétale utilisée. Elle a été achetée dans un magasin

d’épice, la matiére végétale est de méme source
I1.1.1 Préparation

La matiére végétale a été broyé par un moulin afin d’obtenir une poudre fine. Pour chaque

expérience on a pesé de 3g de matiere végétale a 1’aide d’un verre de montre.
11.1.2 Taux d'humidité « H »

Mode opératoire : la teneur en eau a été déterminée par la méthode de [92]. Nous avons pesé
une quantité bien précise dans une capsule préalablement séchée et pesée. Ensuite, nous avons
place la capsule dans I'étuve a 105 °C. Apres étuvage, nous avons pesé chaque 3 h jusqu'a
I'obtention d'une masse constante. Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H : Taux d'humidité en pourcent. H = (n;-n) x 100 /n;

ni : Masse de I'échantillon avant séchage (g).

n : I'échantillon apres séchage a I'étuve (Q).

11.2 Extraction des composes des polyphénols
11.2.1 Choix du solvant

Le solvant utilisé est I’éthanol car c¢’est I’'un des solvants qui donne des meilleurs rendements

de I’extraction. L’éthanol est mélangé avec de 1’eau selon des proportions bien précises.

11.2.2 Protocole expérimentale

-Extraction par macération

3 g de la poudre de coriandre sont macérés a température ambiante tout en variant le temps, le

pourcentage d’éthanol et le rapport solide/liquide, suivi d’une filtration papier Whatman N1
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11.3 Détermination de pH

Le pH ou « potentiel hydrogéne » mesure l'activité chimique des ions hydrogénes H* en
solution. Le pH mesure 1'acidité ou la basicité d'une solution. Cette méthode décrit I'acidité
ionique du produit a analyser la mesure a été faite a I’aide d’un papier PH a température

ambiante a 21 ¢°

11.4 Dosage des composés phénoliques

11.4.1 Dosage de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques a été déterminée via le test de Folin-Ciocalteu (FC) basé
sur la réduction d‘un complexe jaune de molybdotungstane par les composés phénoliques
donnant une coloration bleu au produit de la réaction [92].

La teneur en composes phénoliques est déterminee selon la méthode décrite par [93] 0.2 ml
d’extrait sont mélangés avec 1.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 4 min d’agitation, 1.5
ml de la solution de carbonate de sodium sont ajoutés a chaque tube. Un blanc, contenant tous
les réactifs, excepté I’échantillon, est préparé dans les mémes conditions. Apreés 2 heures
d’incubation a I’obscurité, la lecture a ¢été réalisée a I’aide d’un spectrophotométre a une
longueur d’onde de 760 nm. La teneur des polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent
d’acide gallique par g de matic¢re seche d’échantillon (mg EAG/g MS), par référence a une

courbe d’étalonnage.

11.4.2 Dosage de la teneur en flavonoides

Cette méthode est basée sur la formation d'un complexe jaunatre suite a la chélation de
métaux Al3+, utilisés sous forme de chlorure d’aluminium (AICI3), par les groupements OH
des flavonoides [94], [95], [96]. Les flavonoides contenus dans les extraits de coriandre sont
quantifiés par la méthode de [96] : 1 ml d’une solution méthanoique de chlorure d’aluminium
(AICI3 a 2%) sont additionnés a 1 ml d’extrait. Le mélange est vigoureusement homogénéisé
et laiss¢ reposer pendant 10 min a [Dobscurité. Les absorbances sont lues au
spectrophotometre a 430 nm contre un blanc contenant 1 ml de solvant et 1 ml de la solution
AICls. Les résultats sont rapportés en mg équivalent de quercetine par g de matiére séche (mg
EQ /g MS)
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11.5 Evaluation antioxydants

11.5.1 Protocole expérimentale

L'activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
(1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par Burits et Bucar, La solution
DPPH doit étre préparée 2 heures avant d'effectuer les analyses 0.0098 g de DPPH sont
dissout dans 250 ml d’éthanol pour obtenir une solution de 0,1 mmol/L Cette solution ne peut
étre conservee plus de 4 jours.

Le diphenylpicrilhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et caractérisé par une couleur
violette dont l'intensité est mesurée a 517 nm [97]. La substance antioxydante agit en
transférant un électron ou un atome d'hydrogéne ce qui conduit a la réduction du DPPH au
cours de la réaction et a un changement de coloration jaune pale. Ce passage, de la premiére
forme a la deuxiéme, est accompagné d'une diminution de I'absorbance qui peut exprimer le
pourcentage de réduction de DPPH [98], [99], [100].

Le protocole utilisé dans cette méthode est celui de [101]. Il consiste a mélanger 2 ml de la
solution DPPH avec 2 ml de chaque extrait a différentes concentrations, la mesure de la
réaction de réduction de la solution du DPPH a été réalisée a 517 nm aprés une incubation de
30 min. La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage
d‘inhibition du radical DPPH

Py
VIOLET ‘

Figure 1.1 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre I‘espéce radicalaire DPPHe
et un antioxydant (AH)
11.5.2 détermination du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition du DPPH (I1%) est calculé par la formule suivante :
%l = (A blanc — A échantillon) ! A pianc X 100

Avec : A bianc: Absorbance du blanc et A schantilion: Absorbance de 1’échantillon.
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11.6 Plan d'expérience et modélisation mathématique

L’expérimentation est un moyen des privilégiés pour acquérir et amélioré les connaissances,
mais elle doit étre optimisée, car 1I’objectif est d’obtenir les informations les plus fiables
possibles en réalisant un minimum d’essais, aussi, toute expérience devrait étre 1’objet d’une
planification précise qui se concrétise sous la forme de plan d’expérience.
Les plans d’expérience constituent une stratégie d’organisation de I’expérimentation, afin
d’obtenir des plans solides et adéquats de maniere efficace et économique. La méthodologie
des plans d’expérience est basée sur le fait qu’une expérience convenable organisée, conduira
a une interprétation statistique relativement simple des résultats.
les plans expeériences permettent d’organiser au micux les essais qui accompagnent une
recherche scientifigue ou des études industrielles. Ils sont applicables a de nombreuses
disciplines et atoutes les industries a partir du moment ou I'on recherche le lien qui existe
entre une grandeur d'intérét, y, et des variables xi. Il faut penser aux plans d'expériences si

I'on s'intéresse des connaissances, mais une fonction du type : y = f (xi)

11.6.1 Terminologie

La grandeur d'intérét, qui est genéralement notée y, Porte le nom de réponse. Les variables qui
peuvent modifier la réponse sont appelées parametres ou facteurs xi. Les termes facteurs et
réponse sont universellement employés dans le domaine des plans d'expériences [102].
- La réponse y (variable de sortie) correspond a un parametre de sortie du systeme étudie. Une
réponse doit étre représentative, quantifiable et la molts disperses possible pour des variables
d’entrées maitrisées et constants [103].
-Le paramétre d’entrées d'un systéme (variable d'entrée ou facteur) x est une cause possible de
variation de la réponse, un facteur peut étre qualitative, continu ou discontinu, contrélable ou
non-controlable.

Les facteurs sont pleinement caractérisés par les valeurs suivantes
-Borne inferieure (binf) : limite basse (ou niveau bas) des valeurs que le facteur peut prendre.
-Borne supérieur (bsup) : limite haut (ou niveau haut) des valeurs qu'un facteur peut prendre
I'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau
hautest appelle domaine de variation du facteur ou plus simplement le domaine du facteur.

S’il y a plusieurs facteurs, chacun d'eux a son domaine de variation. Afin d'avoir une
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représentation common tous les facteurs par +1 [103].

Domaine du facteur
Niveau bas l Niveau haut

N

|
-1 +1

Axe du facteur

Figure 11.2 : Domaine de facteur

Chaque facteur est représenté par un axe gradué et orienté. Les axes des facteurs son

orthogonaux entre eux. L'espace ainsi défini est I'espace expérimental

Facteur 2

Espace axparimantal

=

Facteur 1

Figure 11.3 : espace expérimentale

Dans la pratique, I'expérimentateur sélectionne une partie de Il'espace expérimental pour

réaliser son étude. Cette zone particuliére de I'espace expérimenté est le domaine d’étude. Il

définit par les niveaux hauts et les niveaux bas de tous les facteurs,

Plans factoriels a 3 factewrs

2 niveaux 3 niveaux
+ 'Y
Facteurd | Eacteurs
o] [ 3
) o ... o 0 w
P @l e
N ® I’ e !
‘”""’?},.a‘- 2 ."-»._\ Facteur2 /. . 3 ‘\
x 3 : i .quu'l o . .-. .;xuun
L] L

Figure 11.4 : Domaine d'étude pour un plan & deux niveaux de trois facteurs
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Jusqu'a trois facteurs, il est possible de dessiner le domaine d’étude. Au - dela de trois
facteurs, on utilise une représentation en tableau, dite matricielle, plus générale puisqu'elle
permet de représenter les points d'expériences dans un hyper volume a un nombre quelconque
de dimensions. Les points intérieurs a ce domaine sont les points de I’expérience, car ils sont
la traduction mathématique, par leur coordonnées, des combinaisons de valeurs des grandeurs

physiques leur correspondants [103].
11.6.2 Surface de réponse

La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace
ayant une dimension de plus que l'espace expérimental. Un axe orthogonal a I'espace
expérimental est alors attribué a la réponse. A chaque point du domaine d'étude correspond
une réponse. L'ensemble des réponses qui correspond a tous les points du domaine d'étude

forme la surface de réponse (Figure 11.5) [104].

W i N
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sucrose = 0.0

StdErr of Hyoscyamine
Hyoscyamine (mg/l)

076
0.00

X4: Calcium 07 : X, Nitrate Xy: Calcium ~ 07° ~= #8 X.: Nitrate

Figure 11.5 : Surface de réponse pour un plan a trois facteurs
La projection de la surface de réponse sur un plan horizontal, donne un graphique d'iso
contours, présenté sur la (Figure 11.5), qui affiche des lignes ou des régions colorées basées
sur les valeurs des réponses prévue.

11.6.3 Coordonnées centrées réduites

Lorsqu'on attribue la valeur (-1) au niveau bas d'un facteur, la valeur (0) au niveau de base et

la valeur (+1) au niveau haut, on effectue deux modifications importantes :
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- On change l'unité de mesure.

-On déplace l'origine des mesures.

Ces deux modifications entrainent l'introduction de nouvelles variables que I'on appelle
variables centrées réduites (V.C.R). Centrées, pour indiquer le changement d’origine, et
réduites pour signaler la nouvelle unité.

Le passage des variables d’origine, A, aux variables centrées réduites, x, et inversement
donnée par la formule suivante, ou Ao est la valeur centrale en unité courantes :

X=A - Ao/ Pas

Ou Ao est la valeur centrale entre le niveau haut et le niveau bas et le Pas est égal a la moitié
de la différence entre les deux niveaux

L'intérét des variables centres réduites est de pouvoir présenter les plans d'expériences de la
méme maniere quels que soient les domaines d'étude retenus et quels que soient les facteurs
[104].

Cependant, lorsque les facteurs sont continus dans le domaine d’étude, l'utilisation des

variables centrées reduites n'est pas indispensable (STATGRAPHICS).

11.6.4 Notion de modéle mathématique

Un modele mathématique est une fonction, généralement, un développement limité de la
série de Taylor - Mae Laurin, qui relie la réponse aux facteurs. Ses dérivées sont supposés
constantes et le développement prend la forme d'un polynéme de degré plus ou moins éleve :
Y = a0 + Zai Xi +ZaijXiXj + ZaiXi® + coo..... eq (11.1)

Ou:

Y : est la réponse ou la grandeur d’intérét. Elle est mesurée au cours de l'expérimentation et
est obtenue avec précision donnée. .

Xi : représente le niveau attribué au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser un essai.

o, a&i,aij,aii - sont les coefficients du modele mathématique adopté . Ils ne sont pas connus et
doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.

L'intérét de modéliser la réponse par un polyndme est de pouvoir calculer , d'une part , toutes
les réponses dans le domaine d'étude sans étre obligé de réaliser les expériences et d'autres

part de rechercher I'extremum de la fonction mathématique [103].

33



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

11.6.5 Plan box-behnken de trois parametres

Dans notre étude, le plan factoriel utilisé est un plan a trois niveaux de trois facteurs, .Ce plan
prévoit 12 essais et on ajoute 3 essais répétitifs, soient donc 15 essais a réaliser. Le modele
mathématique comporte 10 coefficients :

y=aj+ a1 X1 +ax X2+ asxXz: + aXy X2 + a13X1X3 + az3xz X3 + a11X1? + azoXo? + assXa® ........ €q

(11.2)

I1 .7 Produits chimique utilisé
Les réactifs utilisés sont: DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), le réactif de Folin-

Ciocalteu, I’acide ascorbique, I’acide gallique, AlCI3 (trichlorure d’aluminium), la quercétine,

ces produits Proviennent tous de Sigma, le solvant utilisé étant I’éthanol.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

III.1 Elaboration du plan d’expérience de I’extraction des composés

phénoliques de la coriandrum sativum L.

I11.1.1 Choix des paramétres

Le temps (t), le rapport solide liquide (S/L) et le pourcentage d’éthanol [EtOH (%)] sont les
principaux parameétres intervenant lors de la macération. Ils sont indépendants, continus,
expérimentalement accessibles et quantitativement mesurables. Pour ces raisons ils ont été
choisis comme variables d’entrée ou parametres a optimiser.

Quant aux criteres d'optimisation, ou grandeurs d'intérét, appelés encore réponse, le choix
s'est porté sur la concentration des polyphénols totaux dans la phase liquide, exprimee en
milligrammes équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme de matiére seche (mg EAG/g
Ms), la concentration des flavonoides dans la phase liquide, exprimée en milligrammes
équivalent de quércétine (EQ) par gramme de matiére seche (mg EQ/g Ms), et l'activité
antioxydante AA. Ces trois criteres d'optimisation sont, eux aussi, quantitativement

mesurables.

I11.1.2 Choix du plan d’expérience

Nous avons opté pour le plan Box-Behnken. Ce plan prévoit 12 essais, et trois essais repétitifs
au centre. Les résultats des essais programmés et réalisés permettent d’établir un modéle
mathématique de second ordre.

I11.1.3 Définition du domaine d’étude

En tenant compte des résultats des essais préliminaires et des travaux antérieurs sur

I’extraction des composés phénoliques, nous avons fixe et réuni dans le tableau Il1-1, les

niveaux inférieurs et supérieurs des parametres a optimiser.
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Tableau I11.1 : Niveaux inférieurs et supérieurs des parametres a optimiser

Niveau -1 +1
Paramétre
t (h) 1 72
S/L (g/mL) 0.06 0.150
EtOH (%) 50 80

Des échantillons représentatifs de méme taux d’humidité, égale a 2.4 %, ont été utilisés pour
les 15 essais. Ces derniéres ont été réalisées en espace de six jours. Pour chacun des essais,
nous avons déterminé, la teneur en polyphénols totaux en mg EAG/g Ms, la teneur en
flavonoides en mg EQ/g Ms et le pourcentage d’inhibition. Ces résultats ont permis d’établir
les modeles mathématiques pour chaque réponse et d’apprécier les effets individuels et

conjugués des trois parametres étudieés.

111.2. Modélisation

I11.2.1. Modélisation de la teneur en polyphénols totaux de I’extrait de la coriandrum

sativum L.

Lors de I’extraction des composés phénoliques de la coriandrum sativum L., nous avons
mesuré le pH des différents extraits obtenus a la température ambiante. La valeur du pH
enregistré est égale a 6, signifiant la présence des composés phénoliques a caractere acide,
Nous avons alors appliqué la méthode de Folin-Ciocalteu pour le dosage des polyphénols
totaux en utilisant I’acide gallique comme étalon. La courbe d’étalonnage est une droite
passant par 1’origine de pente égale a 0.133 et de coefficient de corrélation

R%=0.96. Les résultats du dosage sont regroupés dans le tableau I111-2 suivant.
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Tableau I11.2 : Résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits de la

Coriandrum sativum L.

Essai |t (h) S/L EtOH (%) | Teneur en polyphénols totaux TPT (mg
(9/mL) EAG/g Ms)
1 1 0.06 65 208.99
2 1 0.150 65 138.25
3 72 0.06 65 201.71
4 72 0.150 65 116.08
5 36.5 0.06 50 198.32
6 36.5 0.06 80 179.67
7 36.5 0.150 50 157.67
8 36.5 0.150 80 146.28
9 1 0.105 50 129.60
10 1 0.105 80 116.16
11 72 0.105 50 165.12
12 72 0.105 80 143.04
13 36.5 0.105 65 220.80
14 36.5 0.105 65 223.68
15 36.5 0.105 65 225.60

L’examen des valeurs du tableau I11-2, suscite les remarques suivantes :

La teneur en polyphénols totaux varie sensiblement, en fonction du temps, du rapport solide
liquide (S/L) et du pourcentage d’éthanol : entre 116.08 et 225.60 mg EAG /g Ms.

L’essai 15 a fourni la valeur maximale en teneur de polyphénols totaux, égal a 225.60 mg
EAG/g Ms.

L’équation (III-1) du modele mathématique, donnant 1’évolution de la teneur en polyphénols

totaux, en fonction du temps, du rapport solide liquide (S/L) et du pourcentage d’éthanol,

s’écrit :
TPT = 223.36+4.12A-28.8B-8.195C-44.555A%-3.725AB-2.16 AC-12.55B> +1.815BC-
40.325C>............... Eq (111-1)
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I11.2.2. Modélisation de la teneur en flavonoides de I’extrait de la coriandrum sativum
L.

Pour déterminer la teneur en flavonoides, nous avons appliqué la méthode d’AlCIs en utilisant
la quercétine comme étalon. La courbe d’étalonnage est une droite passant par 1’origine de
pente égale a 0.168 et de coefficient de corrélation R? = 0.98. Les résultats sont regroupés
dans le tableau I11-3 suivant.

Tableau I11.3 : Résultats du dosage des flavonoides dans les extraits de la coriandrum sativum L.

Essai | Temps S/L EtOH Teneur en Flavonoides TF (mg EQ/g Ms)
(h) (9/mL) | (%)
1 1 0.06 65 350.87
2 1 0.150 65 313.36
3 72 0.06 65 332.22
4 72 0.150 65 269.07
5 36.5 0.06 50 276.29
6 36.5 0.06 80 303.41
7 36.5 0.150 50 179.27
8 36.5 0.150 80 214.05
9 1 0.105 50 234.24
10 1 0.105 80 221.76
11 72 0.105 50 194.88
12 72 0.105 80 208.32
13 36.5 0.105 65 214.08
14 36.5 0.105 65 260.16
15 36.5 0.105 65 240.00

L’examen des valeurs du tableau 111-3, suscite les remarques suivantes :

La teneur en flavonoides varie sensiblement, en fonction du temps, du rapport solide liquide
(S/L) et du pourcentage d’éthanol : entre 179.27 et 350.87 mg EQ/g Ms.

L’essai 1 a fourni la valeur maximale de la teneur en flavonoides, égal a 350.87 mg EQ/g Ms.
L’équation du modéle mathématique, donnant I’évolution de la teneur en Flavonoides, en

fonction du temps, du rapport solide liquide (S/L) et du pourcentage d’éthanol, s’écrit :
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TF = 244.8-14.4675A-28.2887B+0.26625C+13.9713A% -6.41AB+6.48AC+57.6088B2
13.2675BC-43.9712C% .......... Eq (111-2)

I11.2.3. Modélisation du pourcentage d’inhibition de I’extrait de la coriandrum sativum
L.

Nous avons procédé a I’évaluation du pourcentage d’inhibition, de I’ensemble des extraits

récupérés, lors de la macération. Les résultats sont regroupés dans le tableau 111-4.

Tableau I11.4 : Le pourcentage d’inhibition des extraits de la coriandrum sativum L.

Essai | Temps S/L EtOH (%) Pourcentage d’inhibition
(h) (9/mL) AA (%)

1 1 0.06 65 87.10
2 1 0.150 65 29.20
3 72 0.06 65 81.83
4 72 0.150 65 47.71
5 36.5 0.06 50 34.47
6 36.5 0.06 80 84.72
7 36.5 0.150 50 7.3

8 36.5 0.150 80 6.28
9 1 0.105 50 3.22
10 1 0.105 80 86.41
11 72 0.105 50 27.5
12 72 0.105 80 81.66
13 36.5 0.105 65 69.61
14 36.5 0.105 65 70.46
15 36.5 0.105 65 69.44

L’examen des valeurs du tableau 111-4, nous a permis de formuler les remarques suivantes :
Le pourcentage d’inhibition varie sensiblement, en fonction de du temps, du rapport solide
liquide (S/L) et du pourcentage d’éthanol : entre 2.4 et 87.10 mg EQ /g Ms.

L’essai 1 a fourni la valeur maximale de la teneur en flavonoides, égal a 87.10 mg EQ/g Ms.
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Le modéle mathématique, donnant 1’évolution du pourcentage d’inhibition des extraits, en
fonction du temps, du rapport solide liquide (S/L) et du pourcentage d’éthanol est donné par
I’équation suivante :

AA = T71.17+4.07375A-25.3162B+23.9125C+4.0325A%+5.945AB-7.2125AC-13.7425B2-
11.5925BC-25.46C2............... Eq (111-3)

111.3. Evaluation statistique des modeles mathématiques établis

Les modeles mathématiques établis, a 1’aide du logiciel STATGRAPHICS pour les trois

principaux parametres de la macération, s’écrivent comme suit :

TPT = 223.36+4.12A-28.8B-8.195C-44.555A2-3.725AB-2.16AC-12.55B2  +1.815BC-
40.325C2..........

Eq (111-1)

TF = 244.8-14.4675A-28.2887B+0.26625C+13.9713A% -6.41AB+6.48AC+57.6083B2

13.2675BC-43.9712C2 ........... Eq (111-2)

AA = 71.17+4.07375A-25.3162B+23.9125C+4.0325A2+5.945AB-7.2125AC-13.7425B2-
11.5925BC-25.46C2 ............. Eq (111-3)

Analyse de la variance

L’¢évaluation des modeles mathématique a été effectuée par analyse de la variance (ANOVA)
a l'aide du logiciel STATGRAPHICS. Le tableau suivant, regroupe les valeurs de la
probabilité, ou p-value, pour chacun des effets, le coefficient de corrélation R?, 1’erreur

standard de I’estimation et I’erreur absolue moyenne.
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Tableau I11.5 : Résultats de I’analyse de la variance

Réponse TPP TF AA
Effet p- Value
0.5776 0.0650 0.4357
0.0088 0.0058 0.0033
0.2897 0.9671 0.0042
A? 0.0072 0.1826 0.5936
AB 0.7192 0.4934 0.4222
AC 0.8341 0.4889 0.3376
B? 0.2728 0.0014 0.1100
B.C 0.8602 0.1869 0.1491
C? 0.011 0.0046 0.0156
Coefficient de 91.2299 96.3224 93.7164
corrélation [R? (%)]
Erreur standard de 19.5797 17.359 13.6019
I’estimation
L’erreur absolue 9.208 6.1 6.591
moyenne (MAE)
La statistique de 1.84429 1.96181 1.7466
Durbin-Watson
(DW)

Chacune de ces statistiques apporte des informations permettant la validation ou I’invalidation
des modeles mathématiques élaborés. Dans les trois modeles établies, trois effets ont des
valeurs de probabilité inférieure a 0.05. Ce qui indique qu’ils sont significativement
différents de zéro au niveau de confiance de 95.0 %. Par ailleurs, ces modeles décrivent
correctement la variation du TPT, TF et AA puisque leurs coefficients de corrélation
respectifs sont trés éleveés : 91.23, 96.32 et 93.71.

Les graphiques de Pareto, basés sur ’analyse de la variance, traduisent, dans un ordre
décroissant, les effets standardisés individuels, conjugués et quadratiques affectant les critéres

d’optimisation étudiés. Ils sont représentés par les figures I11-1, 111-2, 111-3 respectivement.
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La statistique de Durbin-Watson (DW) teste les résidus pour déterminer s'il y a une
corrélation significative en se basant sur l'ordre dans lequel apparaissent les données des
expériences. La statistique de Durbin-Watson pour TPT, TF, et AA respectivement, est égale
a 1.84, 1.96, 1.75. Ces valeurs montrent une absence d’auto corrélation des résidus estimés

d’ordre un au niveau de signification de 5.0%.
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Figure 111.1 : Graphique de Pareto pour la teneur en polyphénols totaux (a. = 0.05)
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Figure 111.2 : Graphique de Pareto pour la teneur en Flavonoides (o = 0.05)
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Figure 111.3 : Graphique de Pareto pour le pourcentage d’inhibition (o = 0.05)

Au seuil de confiance indiqué, les modéles établis comportent trois termes significatifs.

Les graphiques des effets directs, basés sur ’analyse de la variance montre comment chaque
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facteur affecte les réponses. Ils sont représentés par les figures Il1-4, 111-5, 111-6

respectivement.

Tiladm Eifests Elet For %Far 1

259 F =
&0 [ -
=|I r 7
= 2 -
= ; .
1% — -
17 -
—L.® 1.8 —L.® 1.0 =L.® L.d
Iarsge_ S Mo B Tpsnsr O

Figure 111.4 : Graphique des effets directs pour la teneur en polyphénols totaux
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Figure 111.5 : Graphique des effets directs pour la teneur en flavonoides
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Figure 111.6 :  Graphique des effets directs pour Iactivité antioxydante

Les lignes indiquent les variations estimées des réponses TPT, TF et AA, lorsque chaque
facteur passe de son niveau bas a son niveau haut, sachant que tous les autres facteurs sont
maintenus a des valeurs a mi-chemin entre leurs niveaux hauts et bas respectifs.

Le graphique de Pareto a montré les effets significatifs de la combinaison des différents
facteurs, Ceci peut étre représenté, également par les graphiques d’interactions. Ces derniers
montrent la moyenne des réponses, pour un choix de deux facteurs. lls sont représentés par les

figures 111-7, 111-8, 111-9 respectivement.
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Figure I111.7 : Graphique des interactions pour la teneur en polyphénols totaux
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Figure 111.9 : Graphique des interactions pour le pourcentage d’inhibition
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Conclusion

Cette étude a porté sur la modélisation de la macération des composés phénoliques de la
coriandrum sativum L.

Les parameétres choisis sont le temps, le rapport solide-liquide et le pourcentage en éthanol. La
planification des expériences a été menée en adoptant le plan Box-Behnken. Les réponses
¢tant la teneur en polyphénols totaux, la teneur en flavonoides et le pourcentage d’inhibition.
Les essais programmeés par plan Box-Behnken ont été réalisés, en utilisant la matiére végétale
broyée, pour un taux d’humidité constant. Des modeles du second ordre, donnant I’évolution
de chaque réponse, en fonction des trois parametres étudiés, ont été établis.

L’analyse statistique de ces modeles, menée a I’aide du logiciel Statgraphics, a montré qu’ils
décrivent correctement le comportement du systeme étudié. Les valeurs optimales du temps,
du rapport solide-liquide et le pourcentage d’éthanol, dans le domaine étudié, correspondent
au niveau inférieur des deux premiers paramétres et au niveau de base du troisieme
parametre ; de coordonnées 1h, 0.06 g/mL et 65%.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux et des flavonoides a révélé que la coriandrum
sativum L. est riche en polyphénols totaux et en flavonoides. Cette étude, loin d’étre achevé, a
permis, néanmoins, de modéliser la macération, de mettre en évidence la présence des
antioxydants dans les extraits de la coriandrum sativum L., et d’évaluer leur pourcentage
d’inhibition.

L’étude des antioxydants dans la coriandrum sativum L., est une perspective pour la
découverte de nouvelles substances naturelles ayant un pouvoir antioxydant important. Le but
est d’enrichir la liste des antioxydants naturels et de les substituer a leurs homologues
synthétiques qui ont des effets indésirables.

Cette étude ouvre la voie de futures recherches, en vue de la valorisation de la coriandrum
sativum L., et comme perspective on propose :

D’utiliser des procéder alternatifs tels que 1’extraction assisté par micro-onde, I’extraction par
CO2 supercritique et d’optimiser les conditions opératoires, afin de minimiser la
consommation énergétique, et donc le cout de production des antioxydants naturels.
Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui peuvent répondre aux différents
problemes de la santé et étre un alternatif aux médicaments synthétiques, pour étre employées
dans des applications thérapeutiques et pharmacologiques.

La réalisation d’études approfondies et complémentaires de 1’activité antioxydante et
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Conclusion

antibactérienne des composés phénoliques, sachant que les antioxydants contribuent de
maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies

cardiovasculaires.
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