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Introduction  

Depuis l’antiquité, l’utilisation des plantes à des fins thérapeutiques est connue pour 

traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes ont l’aptitude de synthétiser de 

nombreux composés appelés métabolites secondaires (Muthu et al., 2006). Ces derniers 

possèdent des structures chimiques diversifiées et un large éventail d'activités biologiques. 

Cependant l'évaluation de ces activités demeure une tâche très intéressante, qui peut faire 

l'intérêt de nombreuses études (Huang et al., 2005). 

L'extraction est une étape très importante dans l'isolement, l'identification, et l'utilisation 

des composés phénoliques. Beaucoup de facteurs tels que le rapport solide/liquide, la 

température, le temps et le solvant d'extraction…etc., peuvent influencer de manière 

significative l'efficacité de l’extraction. Généralement, l'optimisation des processus 

d’extraction est réalisée par des méthodes empiriques ou statistiques (Ghafoor et al., 

2009). L'approche traditionnelle pour l'optimisation des processus est longue et chère. En 

outre, des effets possibles d'interaction entre les variables ne peuvent pas être évalués et 

des fausses conclusions peuvent être tirées. À la différence de la méthode empirique 

conventionnelle, la méthodologie des surfaces de réponse (RSM) peut tenir compte de la 

corrélation possible parmi les variables d'essai, tout en réduisant au minimum le nombre 

d'expériences. En effet, c'est un outil puissant qui peut fournir un état optimal complet pour 

améliorer un processus d’extraction (Silva et al., 2007). 

Rhamnus alaternus (Rhamnaceae), est parmi les espèces sauvages du bassin 

méditerranéen. Elle est connue localement en tant que «Amliles». Ses feuilles ont été 

employées en tant que laxatif, purgatif, diurétique, antihypertensif et dépurative. Le genre 

Rhamnus est caractérisé d'un point de vue phytochimique par l'abondance de substances 

phénoliques, particulièrement les flavonoïdes, les anthraquinones et les tannins, et qui sont 

décrits par de nombreux auteurs en tant que molécules antioxydantes (Chouitah et al., 

2012 ; Ben Ammar et al., 2008). 

En effet, l'objectif de ce travail était, d’une part, d'appliquer l'approche de RSM 

développée par le plan de Box-Behnken pour optimiser les conditions d'extraction des 

flavonoïdes des feuilles de Rhamnus alaternus en utilisant trois variables : le temps 

d’extraction, la polarité du solvant et le ratio solide/liquide. D’autre part, évaluer le pouvoir 

antioxydant de l’extrait flavonoїdique optimisé.  
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I-1- Généralités sur les plans d’expériences 

Un plan d'expériences est une suite d'essais organisée à l'avance de manière à 

déterminer en un minimum d'essais avec un maximum de précision, l'influence de 

multiples paramètres sur une ou plusieurs réponses. Contrairement aux expérimentations 

habituelles, à chaque essai, les paramètres du plan peuvent varier simultanément. Ils sont 

de plus en plus utilisés dans l’industrie et dans les laboratoires de recherche (Tinsson, 

2010). 

Les plans d’expériences sont composés d’un groupe de techniques mathématiques et 

statistiques, qui peuvent être employées pour définir les rapports entre la réponse et les 

variables indépendantes (Baş et Boyaci, 2007 ; Saraphirom et Reungsang, 2010). Les 

premiers scientifiques à avoir posé le problème de l’organisation des essais sont des 

agronomes. Ils avaient en effet beaucoup de paramètres à étudier, et n’avaient pas la 

possibilité de multiplier le nombre d’expériences. De plus, la durée des expériences 

constituait une contrainte supplémentaire forte (Faucher, 2006). En 1925, Fisher a proposé 

pour la première fois une méthode avec laquelle on étudie plusieurs facteurs à la fois. Cette 

méthode a été développée par des statisticiens et des mathématiciens pour définir des 

tables d’expériences, permettant de réduire considérablement le nombre d’expériences à 

effectuer, sans diminuer la pertinence de la campagne d’essais (Faucher, 2006).  

I-2- Principe  

Les techniques de plan d’expériences permettent de répondre aux exigences de 

l’expérimentateur. En effet, son principe consiste à faire varier simultanément les niveaux 

d’un ou plusieurs facteurs (variables discrètes ou continues) à chaque essai. Ceci permet 

d’une part, une forte diminution du nombre d’expériences à réaliser (tout en augmentant  le  

nombre de facteurs étudiés), et d’autre part, une détection des interactions entre les facteurs 

et la détermination du  réglage (dit  optimal  de  ces  facteurs  par  rapport  à  une  réponse) 

(Goupy, 2006). Il existe actuellement un nombre important de plans. Chacun, par ses 

propriétés, permet de résoudre un certain nombre de problèmes particuliers. Cependant, ils 

peuvent être divisés en deux grandes catégories (Faucher, 2006). 

 Les plans qui permettent d’étudier (estimer et comparer) les effets des paramètres ; 

 Les plans qui permettent de régler les paramètres afin d’atteindre un optimum.  
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L’expérimentateur, quel que soit son domaine d’étude, est toujours confronté au 

problème difficile de l’organisation optimale de ses essais. Il cherche à obtenir les bonnes 

informations dans les meilleurs délais et pour le moindre coût pour résoudre son problème. 

La méthode des plans d’expériences se révèle plus efficace que les démarches habituelles 

de conduite des essais, c’est-à-dire, qu’elle permet d’arriver aux mêmes résultats avec un 

nombre d’essais moindre tout en assurant à l’expérimentateur plus de sûreté et de précision 

sur les résultats attendus (Tinsson, 2010). 

I-3- Terminologie  

De manière générale, la méthode des plans d’expériences cherche à déterminer et à 

établir les liens existant entre 2 types de variables. 

I-3-1- Réponse  

Elle représente la grandeur physique mesurée à chaque expérience réalisée, elle est le 

plus souvent quantitative (taux des flavonoïdes, taux des sucres…etc.), mais elle peut 

également être qualitative (gout, couleur…etc.) (Kathleen et al., 2004). 

I-3-2- Facteurs  

Est une notion qui désigne la grandeur physique modifiable par l’expérimentateur, 

sensée influer sur les variations de la réponse. On distingue plusieurs types de facteurs : 

 Les facteurs continus : ils peuvent adopter toutes les valeurs numériques réelles 

d’un intervalle [borneinf – bornesup]. Par exemple ; la pression, la longueur, la 

concentration, le temps d’agitation, la température...etc. (Goupy, 2006) ; 

 Les facteurs discrets : ils ne peuvent prendre que des valeurs particulières qui ne 

sont pas forcément numériques. On peut représenter un facteur discret par une lettre 

ou un nom, par exemple, on peut s’intéresser aux couleurs d’un produit : bleu, 

rouge, jaune…etc. (Goupy, 2006) ; 

 Les facteurs ordonnables : il s’agit des facteurs discrets que l’on peut mettre dans 

un ordre logique (premier, deuxième et troisième, ou grand, moyen et petit…etc.) 

(Goupy et Creighton, 2006) ; 

 Les facteurs booléens : sont des facteurs discrets qui ne peuvent prendre que deux 

valeurs : ouvert ou fermé, blanc ou noir, haut ou bas…etc. (Goupy et Creighton, 

2006). 

 



Chapitre I                                                                           Plans d’expériences 

 

4 
 

I-3-3- Espace expérimental 

C’est un espace à deux dimensions, il facilite les représentations graphiques. Un facteur 

continu peut être représenté par un axe gradué et orienté. S’il y a un second facteur 

continu, il est représenté lui aussi par la même manière. Ce second axe est disposé 

orthogonalement au premier, on obtient ainsi un espace euclidien à deux dimensions. Cet 

espace est appelé l’espace expérimental (Annexe I). Ce dernier comprend tous les points 

du plan «facteur 1 × facteur 2» et chacun d’eux représente une expérience. S’il y a un 

troisième facteur, on le représente aussi par un axe orienté et gradué, et on le positionne 

perpendiculairement aux deux premiers (Goupy, 2006). 

I-3-4- Niveau d’un facteur 

C'est la délimitation du domaine de variation d'un facteur donné. En général, la 

variation de chaque facteur est délimitée par deux niveaux : supérieur (+1) et inférieur (-1) 

(Annexe II) (Silou et al., 2004). 

I-3-5- Domaine d’étude  

Le regroupement des domaines des facteurs définit le «domaine d'étude». Ce dernier est 

la zone de l'espace expérimental choisie par l'expérimentateur pour faire ses essais ; qui est 

défini par les niveaux supérieurs et les niveaux inférieurs de tous les facteurs (Annexe III) 

(Goupy, 2006). 

I-4- Optimisation par la méthodologie des surfaces de réponse  

L’optimisation se rapporte à améliorer l'exécution d'un système, d'un processus, ou d'un 

produit afin d'obtenir la réponse maximale. L'optimisation de limite a été utilisée 

généralement en chimie analytique afin de découvrir les conditions d’application de 

procédés qui donnent la meilleure réponse (Bezerra et al., 2008). Après la détermination 

de la forme graphique et analytique de notre réponse, il est primordial d'aller chercher les 

conditions expérimentales donnant un meilleur résultat. Cette étape nécessite 

préalablement une connaissance assez profonde du phénomène étudié (Aslan et Cebeci, 

2007). 

La RSM, est un ensemble de techniques mathématiques qui se base sur la conception 

expérimentale pour déterminer la portée des variables d’entrée indépendantes. Cette 

méthode permet grâce à des modèles mathématiques empiriques, de déterminer une 

relation d’approximation entre les réponses de sortie et les variables d’entrée pour 
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optimiser les paramètres du procédé afin d’atteindre les réponses souhaitables (Annexe 

IV) (Ragonese et al., 2002).  

Box et Wilson sont les premiers à introduire la théorie de la RSM en 1951 (Pierre, 

2008), et qui devient par la suite la plus utilisée pour l’optimisation des processus. Il existe 

plusieurs types de plans, les plus connus et les plus utilisés sont les plans composites 

centrés, les plans de Box-Behnken, les plans de doelhert et les plans hybrides (Bezerra et 

al., 2008).  

I-4-1- Plan de Box-Behnken 

I-4-1-1- Définition  

Box-Behnken est un type de plan de RSM, employé pour examiner le rapport entre une 

ou plusieurs variables de réponse et un ensemble de paramètres expérimentaux quantitatifs. 

L'application des conceptions de Box-Behnken a été enregistrée dans l'optimisation des 

processus de technologie alimentaire, des études microbiologiques et des travaux du 

développement pharmaceutique de formulation (Ragonese et al., 2002). Box et Behnken 

ont suggéré comment choisir les points à partir de l'arrangement factoriel à trois niveaux, 

ce qui permet une estimation efficace des coefficients de premier et de second ordre du 

modèle mathématique. Tous les niveaux de facteur doivent être ajustés seulement à trois 

niveaux (- 1, 0, +1) avec des intervalles équidistants entre ces niveaux (Bezerra et al., 

2008). Le nombre d'expériences (N) exigé pour le développement du Box-Behnken est 

défini comme suit : N= 2k +2k +C0, (où k est le nombre de facteur et C0 est le nombre de 

points centraux). Dans le cas de trois facteurs, ce plan est représenté sous forme d’un cube 

à 12 arêtes qui représentent 12 essais sur chacun avec trois essais au centre (Annexe V) 

(Ferreira et al., 2007) . 

I-4-1-2- Modèle mathématique postulé  

Le modèle mathématique utilisé par le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, est un 

modèle du second degré qui relie la réponse aux facteurs (Yetilmezsoy et al., 2009) : 

 

 

 

 

Y= β0 + ∑ βixi + ∑ βijxixj+……..+∑ βiixi
2 + ε 
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Où : 

 Y : est la réponse ou la grandeur d'intérêt. Elle est mesurée au cours de 

l'expérimentation et elle est obtenue avec une précision donnée ; 

 Xi : représente le niveau attribué au facteur i par l'expérimentateur pour réaliser 

un essai. Cette valeur est parfaitement connue. On suppose même que ce niveau 

est déterminé sans erreur ; 

 β0, βi, βij, βii : sont les coefficients du modèle mathématique adopté a priori. Ils 

ne sont pas connus et doivent être calculés à partir des résultats des expériences ; 

 ε : l’erreur (Goupy, 2006 ; Zhang et al., 2007). 

Dans le cas de model de Box-Behnken à trois facteurs, il existe 15 points expérimentaux 

fournissant chacun une équation, dont dix équations servent à calculer le coefficient de 

corrélation et cinq pour le résidu. L’existence des points répétés au centre du domaine 

d’étude, servent à calculer l’erreur expérimentale et le manque d’ajustement par le logiciel 

(Goupy, 2006 ; Yetilmezsoy et al., 2009).  

I-4-1-3- Quelques applications des plans de Box-Behnken  

 Optimisation des fermenteurs, exemple : optimisation de la production de 

biohydrogène à partir de sirop de shorgho (Saraphirom et Reungsang, 2010) ; 

 Optimisation des méthodes chromatographiques, exemple : optimisation de 

l'extraction par chromatographie en phase liquide des flavonoïdes à partir du 

Pueraria lobata (Wang et al., 2008). 

I-4-2- Avantages de la méthodologie des surfaces de réponse 

 RSM offre un grand nombre d'informations avec un nombre restreint d'expériences. 

En effet, les méthodes classiques sont longues et un grand nombre d'expériences 

sont nécessaires pour expliquer le comportement d'un système ;  

 L'équation de modèle clarifie facilement les effets d'interactions des paramètres 

indépendants sur la réponse ; 

 RSM est un outil nécessaire pour l'optimisation des processus chimiques et 

biochimiques (Baş et Boyaci ; 2007). 
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II-1- Description botanique 

II-1-1- Généralités   

Rhamnus alaternus est une espèce végétale qui appartient à la famille des Rhamnacées. 

C’est une famille endémique d’environ 50 genres et 900 espèces, de catégorie 

angiospermes dite plantes à fleurs, et concernent des plantes herbacées, arbustes et arbres. 

(Richardson et al., 2000). Les plantes de cette famille ont fait l’objet de nombreuses 

indications thérapeutiques en médecine traditionnelle dans la région méditerranéenne 

(Mahmoudi et al., 2013). En Algérie, il existe 9 espèces végétales appartenant à 3 genres 

qui sont répertoriées dans diverses régions et classées selon leurs caractéristiques 

morphologiques (Quezel et Santa, 1963). R. alaternus possède plusieurs noms 

vernaculaires qui sont indiqués dans le tableau I. 

Tableau I : Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus. 

Régions Noms vernaculaires 

Noms communs Nerprun, Boyrge épine, épine de cerf (Rameau et al., 2008). 

Noms terguis et kabyles Ajroudj, khalis n’imidekh, Amliles (Debeaux, 1894). 

Noms arabes 

Mliles, Mlila, Soufaïr, Ouchbat el Safir (Debeaux, 1894), 

sfayra (Abou-chaar et Shamlian, 1980), ou bien Oud El-

khir (Ben Ammar et al., 2011). 

Nom anglais Buckthorn (Gubb, 1913). 

Noms français Nerprun méditerranéen, Alterne (Izhaki et al., 2002). 

Nom allemand Kreülzdorn (Gubb, 1913). 

Noms espagnol 
Aladierna, Cosco Unia, Sanguino d’Andalucia (Gubb, 

1913). 

Noms italien Alaterno, Legno Puzzo (Gubb, 1913). 

II-1-2- Caractéristiques morphologiques 

R. alaternus est un arbuste dioïque très répondu dans le bassin méditerranéen. Il peut 

atteindre 5 m de hauteur, il est pourvu de rameaux alternes, non épineux. Les feuilles sont 

alternes et à bords lisses, coriaces, persistantes, luisantes, souvent dentées (Gubb, 1913), 

elles sont ovales ou lancéolées, elles restent sur l’arbre pendant deux années environ 

(Figure 01) (Miralles et al., 2011; Mathieu, 1860). Ses fleurs sont petites; de 3 à 4 mm de 

diamètre à couleur jaune regroupées en petites grappes. Elles fleurissent aux mois de mars 
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et avril et produisent des fruits charnus ayant une taille de 4,9 à 9,9 mm de largeur et 4,5 à 

8,1 mm de longueur. Elles ont une couleur d'abord rouge, puis noire à maturité, avec 2 ou 3 

sillons, et représentent ainsi une source importante d'eau et d'éléments nutritifs pour des 

oiseaux et de petits mammifères (El-Aou-Auad et al., 2015). Chaque fruit de R. alaternus 

est composé de 2 à 5 graines chacune incluse dans un endocarpe. Elles sont principalement 

dispersées par les oiseaux frugivores (Bas et al., 2009 ; Boussahel et al., 2015). 

 

Figure 01 : Rhamnus alaternus L : (A) feuilles (originale), (B) fleurs (originale) et (C) fruits 

(Longo et al., 2005). 

II-1-3- Classification botanique de R. alaternus  

La classification de la plante est résumée dans le tableau II. 

Tableau II : Classification systématique de R. alaternus (Quezel et Santa, 1963). 

Domaine Aucaryota-eucaryote 

Règne Plantae 

Embranchement Spermaphytes 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Sous classe Rhosidae 

Ordre Rhamnales 

Famille Rhamnaceae 

Genre Rhamnus 

Espèce Rhmanus alaternus 
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II-1-4- Ecologie et répartition géographique 

R. alaternus est une plante héliophile distribuée dans tout le bassin méditerranéen ; 

principalement en Afrique du nord (Algérie, Tunisie, Maroc), et sur le littoral de l’Europe 

méridionale et se développe spontanément sur les coteaux calcaires à une altitude comprise 

entre 0 à 1000 mètres et les roches nues. Il peut également se développer sur les marges 

des forêts et îles. Il est bien adapté à la température, au rayonnement solaire élevé et au 

déficit de pression et de vapeur (Boussahel et al., 2015 ; Varone et Gratani, 2009).  

II-2- Usage traditionnel  

Le nerprun méditerranéen était l'objet de nombreuses indications thérapeutiques dans la 

médecine traditionnelle dans le bassin méditerranéen (Benchiha et al., 2015). Il est 

employé en tant que digestif, diurétique, hypotensif et utilisé en shampooing pour fortifier 

les cheveux et éliminer les pellicules (Bhouri et al., 2012). 

 Les feuilles de R. alaternus ont été utilisées comme laxatifs, purgatifs et hypotensive 

(Chouitah et al., 2012). Elles sont aussi utilisées dans le traitement de la peau, des 

douleurs articulaires, contre l’inflammation de la bouche et d’aphtes, et contre l’anémie, la 

jaunisse «ictère» et autres maladies graves d’hémoglobine. L'écorce, quant à elle est 

employée dans les pays de l'Afrique du Nord contre certaines affections dermatologiques et 

hépatiques (Ben Ammar et al., 2007). Elle est également utilisée dans le traitement des 

douleurs dentaires, des problèmes de côlon et d’intestins, le traitement des brûlures et soins 

oculaire (Ben Ammar et al., 2008). Cependant, les baies de R. alaternus ont une action 

purgative, d'une saveur âpre, employés en médecine vétérinaire. Elles sont utilisées contre 

les maladies des voies respiratoires, la purification du sang et par les femmes enceintes 

contre un risque d’anémie (Gubb, 1913).  

II-3- Composition phytochimique de R. alaternus  

Les études phytochimiques sur les extraits de la partie aérienne et les racines de R. 

alaternus ont révélé la présence de plusieurs composés phénoliques (Ben Ammar et al., 

2009) : les Anthraquinones telles que l’emodin, chrysphanol, physcione et alaternine, les 

coumarines, les tanins (Ben Ammar et al., 2007), et principalement les flavonoïdes (Wei 

et al., 1992) (Annexe VI). 
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R. alaternus fait partie des espèces riches en flavonoïdes, elle contient de la quercétine, 

apigénine, le kaempferol, kaempferol 3-O-bisorhamninoside, rhamnocitrin-3-O-b-

isorhamninoside et rhamnetin-3-O-bisorhamninoside (Figure 02) (Benchiha et al., 2015 ; 

Ben Ammar et al., 2009). 

 

Figure 02 : Structure de kaempferol 3-O-bisorhamninoside, rhamnocitrin-3-O-b-isorhamninoside 

et rhamnetin-3-O-bisorhamninoside (Ben Ammar et al., 2009). 

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence 

d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés, avec un 

glucide. Ils sont d’une grande variété structurale. Ils sont présents dans toutes les parties 

des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et 

sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance 

cellulaire, la rhizogenèse, la germination des graines ou la maturation des fruits (Boizot et 

Charpentier, 2006 ; Dudley et al., 1989).  

Selon Croteau et al. (2000), les métabolites secondaires se classent en trois groupes 

chez les plantes : 

 Les polyphénols : tannins, lignines, flavonoïdes et acides phénoliques ; 

 Alcaloïdes ; 

 Terpène : hémiterpènes (C5), monotrpènes (C10), sésquiterpènes (C15), diterpènes 

(C20), triterpènes (C30), tétraterpènes (C40) et polyterpènes (peut aller jusqu’à 

C1000). 
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II-4- Activités biologiques  

II-4-1- Activité antioxydante  

Les composés phénoliques peuvent agir en tant que des antioxydants, en raison de leur 

capacité à donner l'hydrogène ou des électrons pour empêcher la formation des radicaux 

libres et en améliorant le système endogène antioxydant. Les extraits organiques de R. 

alatenus présentent une forte activité antioxydante, en inhibant l’activité de la xanthine 

oxydase et en réduisant la peroxydation lipidique dans une variété de cellules humain (les 

mastocytes et les tissus de cerveau) grâce à leur richesse en flavonoïdes, qui sont des bon 

chélateurs de métaux (Ben Ammar et al., 2009 ; Ben Ammar et al., 2005). 

II-4-2- Activité antimutagène  

L’effet oxydant causé par les espèces réactives de l'oxygène (ERO), provoque 

l'oxydation des biomolécules menant aux dommages cellulaires, qui peuvent inclure des 

dommages d'ADN, des protéines et l'oxydation des enzymes. L’extrait organique de R. 

alaternus a une propriété antimutagène qui se traduit par l’inhibition des agents mutagènes 

(Aflatoxine B1) probablement dû à son abondance en flavonoïdes et en tannins (Ben 

Ammar et al., 2008 ; Ben Ammar et al., 2007). 

II-4-3- Activité antimicrobienne  

L’extrait méthanolique de R. alaternus possèdent une bonne activité antimicrobienne 

vis-à-vis des bactéries Gram+ représentées par, Staphylococcus aureus, et Gram– 

représentées par Escherichia coli et sur une levure, Candida albecans (Mashhadian et 

Rakhshandeh, 2005). De plus, l’huile essentiel des feuilles de R. alaternus provoque des 

dommages au niveau des membranes bactériennes (Pseudomonas aeroginosa, Escherichia 

coli et Salmonella typhimurium), car lorsqu’il traverse la paroi cellulaire et la membrane 

cytoplasmique, il perturbe la structure de leurs différentes couches de polysaccharides, 

d'acides gras et de phospholipides (Chouitah et al., 2012). 

II-4-4- Activité anti-enzymatique 

La médecine moderne autorise l’utilisation des flavonoïdes dans le traitement de 

plusieurs maladies, en raison de leur capacité à empêcher des enzymes spécifiques, y 

compris les hydrolases, l'oxydoréductase, l’ADN synthétases, les ARN polymérases, la 
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lipoxygénase, le gluthation S-transférase et un certain nombre d'enzymes digestives tel que 

l'α-amylase, la trypsine et la lipase (Stocker et al., 2004).  

Les travaux de Stocker et al. (2004), ont démontré que les flavonoïdes des extraits de 

R. alaternus possèdent une activité inhibitrice du carboxyl estérase. Les iso-enzymes de 

cette dernière sont connues comme des estérases de sérine, qui sont largement distribuées 

dans les tissus animaux. Elles sont essentielles dans le catabolisme de nombreux 

xénobiotiques tel que les carboxylesters, des thio-esters et des amides aromatiques. Cette 

propriété inhibitrice est attribuée aux flavonoïdes qui exercent une activité non 

compétitive. 

II-4-4- Activité anti-inflammatoire  

Ben Ammar et ses collaborateurs. (2005), ont montré que les extraits de R. alaternus 

ont un potentiel d’activité anti-inflammatoire, liée à la richesse de la plante en composées 

phénoliques, principalement les tannins et les anthraquinones telles que l'émodine. Cette 

propriété est due à leurs pouvoirs de neutraliser les radicaux libres. 

D’après la littérature scientifique, les extraits des feuilles de cette plante sont considérés 

comme une bonne source des composés bioactifs, possédant un pouvoir antigénotoxique 

(Ben Ammar et al., 2008), et un pouvoir antihépatotoxique important (Benchiha et al., 

2015). 
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III-1- Matériel végétal  

III-1-1- Récolte et séchage  

Le matériel végétal qui a été utilisé dans cette étude est constitué des feuilles de R. 

alaternus, qui ont été récoltées au mois de décembre 2016 dans la région de Tifra, daïra de 

Sidi Aich (Bejaia). Une fois récoltées, les feuilles fraîches de R. alaternus ont été nettoyées 

afin d’éliminer toutes traces de poussières, puis elles ont été séchées à l’air libre, à une 

température ambiante et à l’abri de la lumière. Ensuite, les feuilles ont été transférées à 

l’étuve à 40 °C pendant 48h pour affiner le séchage et obtenir un meilleur broyage. 

III-1-2- Broyage et tamisage 

Après séchage, les feuilles ont été broyées à l’aide d’un broyeur électrique jusqu’à 

obtention d’une poudre fine. Cette dernière est ensuite tamisée en utilisant un tamis de 250 

µm de diamètres pour obtenir une poudre homogène (Figure 03). La poudre obtenue est 

ensuite conservée dans des récipients en plastiques bien fermés et stockés dans un endroit 

sec à l’abri de la lumière et à température ambiante jusqu’à utilisation. 

 

Figure 03 : Les feuilles fraiches (a), sèches (b) et poudre (c) de R. alaternus (originale). 

III-2- Méthodes 

III-2-1- Optimisation de l’extraction des flavonoïdes 

III-2-1-1- Optimisation des conditions d’extraction 

Le plan d'expérience qui a été utilisé dans cette étude est divisé en deux parties. 

Premièrement, le choix des paramètres d’optimisation d’extraction. En variant une variable 

indépendante à la fois et en maintenant les autres constantes. Deuxièmement, l'optimisation 

de l'extraction en fonction de la RSM (Chan et al., 2009).  
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Une conception de Box-Behnken a été utilisée pour étudier la réponse Y. Trois 

variables indépendantes à trois niveaux (-1, 0, +1) ont été choisis dans cette étude pour 

optimiser l’extraction des flavonoïdes à partir des feuilles de R. alaternus (Tableau III) 

(Hismath et al., 2011). Ces trois variables sont les suivantes : le temps d'extraction (X1, 

heures), la polarité du solvant (X2, %) et le ratio (X3, p/v).  

Tableau III : Variables et leurs niveaux choisis pour l’optimisation d’extraction des flavonoïdes. 

X1 Temps (heures) X2 Polarité (% (v/v)) X3 Ratio (p/v) 

(-1) 6 (-1) 40 (-1) 1/15 

(0) 12 (0) 70 (0) 1/10 

(+1) 18 (+1) 100 (+1) 1/5 

Selon le plan choisi de Box-Behnken, 15 tests ont été réalisés, dont trois tests au centre 

(0, 0, 0) qui permettent l'évaluation de l'erreur (Tableaux IV). Tous les tests ont été 

effectués dans un ordre randomisé (réparti de manière aléatoire) pour réduire au minimum 

l'effet de la variabilité inattendue dans l’observation (Liu et al., 2010). 

Tableaux IV : Tableau récapitulatif des expériences du plan de Box-Behnken pour trois facteurs 

(Goupy, 2006). 

n  ͦ d’essai Facteur 1 Facteurs 2 Facteurs 3 

01 -1 -1 0 

02 +1 -1 0 

03 -1 +1 0 

04 +1 +1 0 

05 -1 0 -1 

06 -1 0 +1 

07 +1 0 -1 

08 +1 0 +1 

09 0 -1 -1 

10 0 +1 -1 

11 0 -1 +1 

12 0 +1 +1 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 
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III-2-1-2- Extraction des flavonoïdes 

Dans notre étude, l’extraction des flavonoïdes a été réalisée par macération dans 

l’acétone, qui est utilisé comme solvant d’extraction selon la méthode décrite par 

Heinonen et al. (1998), et Wong et al. (2015), avec quelques modifications. Une prise 

d’essai de la poudre des feuilles de R. alaternus a été macérée dans un volume d’acétone 

(ratio p/v : 1/15, 1/10 et 1/5), à différentes polarités (40, 70 et 100%). Ce mélange a été 

ensuite laissé sous agitation magnétique à l’abri de la lumière et à température ambiante 

pendant différents temps (6, 12 et 18h) (Tableau III). Après macération, le mélange a été 

ensuite centrifugé à une vitesse de 5600 tour/minute pendant 20 min, puis filtré sur papier 

wattman. Le surnageant récupéré a été utilisé à chaque fois pour doser les flavonoïdes, afin 

de valider le model de Box-Behnken cité précédemment.  

Remarque : le dosage des antioxydants et l’évaluation de l’activité antioxydante ont été 

réalisés avec l’extrait optimisé par la RSM (Annexe VII). 

III-2-2- Dosage des antioxydants 

III-2-2-1- Dosage des polyphénols totaux 

Le contenu en polyphénols totaux de l’extrait acétonique des  feuilles  de R. alaternus a 

été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Hatami et al. (2014), avec 

quelques modifications. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d'acide 

phosphotungstique (H3PW12O40) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12O40) de couleur 

jaune. Il est réduit lors de l’oxydation des phénols en oxyde bleu de tungstène (W8023) et 

de molybdène (Mo8023). Cette coloration bleue dont l’intensité est proportionnelle à la 

quantité des polyphénols présente dans l’échantillon (Lapornik et al., 2005). 

Un volume de 250 µl de l’extrait a été mélangé avec 1,25 ml du réactif de Folin-

ciocalteu (0.1N dans de l’eau distillée), après 5 min d’incubation, 1 ml de solution de 

carbonate de sodium (6%) a été ajouté. Le mélange est vortexé, puis incubé à température 

ambiante et à l’abri de la lumière pendant 90 min. L’absorbance a été mesurée à 755 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre contre un blanc préparé dans les mêmes conditions sauf que 

l’extrait est remplacé par l’acétone. La concentration des polyphénols totaux est calculée, 

en se référant à une courbe d’étalonnage utilisant l’acide gallique comme standard, 

préparée dans les mêmes conditions. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide 

gallique/gramme de matière sèche (mg EAG/g de MS). 
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III-2-2-2- Dosage des flavonoïdes totaux 

La méthode colorimétrique du trichlorure d’aluminium (AlCl3) décrite par Ordonez et 

al. (2006), a été employée pour déterminer la teneur en flavonoïdes totaux dans l’extrait 

acétonique de R. alaternus. 

Cette méthode est fondée sur l’oxydation des flavonoïdes par AlCl3, qui forme un 

complexe jaune très stable avec les groupements hydroxyles (OH) des phénols et qui est 

quantifié à une longueur d’onde de 430 nm (Ordonez et al., 2006). Un volume de 1 ml 

d’extrait est mélangé avec 1 ml de solution d’AlCl3 à 2%. Le mélange est vortexé et 

l’absorbance est mesurée à 430 nm après 45 min d’incubation à l’abri de la lumière et à 

température ambiant. Une courbe d’étalonnage établie avec la quercitine dans les mêmes 

conditions est utilisée pour calculer les concentrations en flavonoïdes totaux. Les résultats 

sont exprimés en milligramme équivalent de quercitine/gramme de matière sèche (mg 

EQ/g de MS). 

III-2-2-3- Dosage des flavones et flavonols 

La teneur en flavones et flavonols a été déterminée suivant la méthode décrite par 

Kosalec et al. (2004). Dans un tube à essai, un volume de 250 µl d’extrait est ajouté à 1,4 

ml d’eau distillé, 750 ml d’éthanol, 50 µl d’acétate de sodium (1M) et 50 µl de solution de 

chlorure d’aluminium (10%). Après agitations, le mélange réactionnel est incubé pendant 

30 min à température ambiante et à l’abri de la lumière. L’absorbance a été mesurée à 415 

nm. 

La concentration des flavones et flavonols contenue dans l’extrait des feuilles de R. 

alaternus, a été calculée en se référant à une courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes 

conditions que l’extrait en utilisant la quercétine. Les résultats sont exprimés en mg EQ/g 

de MS. 

III-2-3- Détermination de l’activité anti-radicalaire 

III-2-3-1- Neutralisation du radical DPPH• 

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

violette qui devient jaune-vert quand il est réduit par un donneur de proton (H) (Figure 

04), dont l’intensité de la coloration est inversement proportionnelle à la concentration des 

antioxydants présents dans le milieu réactionnel (Molyneux, 2004). L’évaluation de 
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l’activité anti-radicalaire contre le radical DPPH• a été déterminée selon la méthode 

d’Athamena et al. (2010), avec quelques modifications. 

 

Figure 04 : Structure de DPPH• (radical) et sa réduction par l’antioxydant AH (Où AH est un 

composé capable de céder un H au radical DPPH) (Molyneux, 2004). 

 Un volume de 2,45 ml d’extrait acétonique à différentes concentrations a été ajouté à 50 

µl de la solution méthanolique de DPPH (5 mM). Après agitation, le mélange est incubé 

pendant 30 min à l’abri de la lumière et à température ambiante. L’absorbance est mesurée 

à 517 nm. La quercetine a été utilisée comme standard et le pourcentage de l’activité 

scavenging du radical DPPH a été calculé selon la formule suivante : 

 

 

D’où :  

-AT : Absorbance de témoin (2,45 ml d’acétone + 50 µl DPPH) ; 

-AEch : Absorbance de l’échantillon (2,45 ml d’extrait + 50 µl DPPH). 

III-2-3-2- Neutralisation du radical ABTS•+ 

La méthode utilisant le radical ABTS (acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique)), est l'un des tests les plus utilisés pour la détermination du pouvoir anti-

radicalaire des antioxydants. Elle est basée sur la capacité d’un antioxydant à piéger le 

radical cationique ABTS•+ de coloration bleu vert en le transformant en ABTS-H+ incolore 

(Figure 05). L’ABTS•+ est un radical stable non trouvé dans le corps humain (Alam et al., 

PI % = ((AT − AEch) / AT) × 100 
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2013). L’activité scavenging du radical ABTS•+ a été mesurée en utilisant le protocole de 

Re et al. (1999), avec quelques modifications. 

 

Figure 05 : Formation du radical cationique ABTS•+ à partir de l’ABTS (Sarr et al., 2015). 

Le radical ABTS•+ a été préparé en réagissant 7 mM d’ABTS et 2,45 mM de persulfate 

de potassium et en incubant à température ambiante dans l'obscurité pendant 16 heures. La 

solution d'ABTS•+ a été diluée ensuite avec l’eau distillée afin d’obtenir une absorbance de 

0,7±0,02 à 734 nm. 1,9 ml de la solution d’ABTS•+ est additionnée à 0,1 ml de l’extrait 

acétonique à différentes concentrations et vortexé. Le mélange réactionnel obtenu est laissé 

à l’obscurité et à température ambiante pendant 6 min, puis, l’absorbance a été 

immédiatement mesurée à 734 nm. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard.  

Le pourcentage de l’activité scavenging du radical ABTS•+ est calculé selon la formule 

suivante : 

 

 

D’où : 

- AT : Absorbance du témoin (1,9 ml d’ABTS•+ + 0,1 ml d’acétone) ; 

- AEch : Absorbance de l’extrait (1,9 ml d’ABTS•+ + 0,1 ml d’extrait). 

 

 

PI % = ((AT − AEch) / AT) × 100 
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III-2-4- Détermination de pouvoir réducteur 

III-2-4-1- Réduction du chlorure ferrique  

Le pouvoir réducteur de l’extrait acétonique a été évalué en utilisant la méthode de 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Lim et al., 2007). Le principe de cette 

méthode est basé sur la réduction de fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) par les 

antioxydants (Figure 06). En revanche, le Fe2+ peut être évalué en mesurant l'augmentation 

de la densité optique de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel à 700 nm (Ou et al., 

2001). 

 

Figure 06 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Fe2+ : Ions ferreux, Fe3+ : Ions ferriques et TPTZ : 

ferric 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) (Prior et al., 2005). 

0,5 ml d’extrait à différentes concentrations est mélangé avec 1,25 ml d’une solution 

tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1,25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium 

(1%). Le mélange est incubé au bain-marie à 50°C pendant 20 min, ensuite, 1,25 ml 

d’acide trichloroacétique (10%) sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est 

centrifugé à 3000 rpm pendant 10 min. 1,25 ml de surnageant est mélangé avec 1,25 ml 

d’eau distillée et 0,25 ml de chlorure ferrique (0,1%). Après 30 min d’incubation à l’abri 

de la lumière et à température ambiante, l’absorbance du milieu réactionnel est mesurée à 

700 nm. La quercitine a été utilisée comme standard.  
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Le pouvoir réducteur est estimé en pourcentage de réduction selon l'équation suivante : 

 

 

Avec :  

- AT : Absorbance de témoin (sans l’extrait) ;  

- AEch : Absorbance de l’extrait. 

III-2-4-2- Réduction du phosphomolybdate  

Cette méthode spectroscopique est utilisée pour la détermination quantitative de la 

capacité antioxydante, par la formation d'un complexe du phosphomolybdène. Le dosage 

est basé sur la réduction de Mo+6 en Mo+5 avec la formation d’un complexe 

phosphate/Mo+5 de couleur verte en pH acide (Alam et al., 2013). L’évaluation a été 

réalisée par la méthode décrite par Ramalakshmi et al. (2008).  

Un volume de 0,2 ml d'extrait à différentes concentrations a été ajouté à 2 ml de réactif 

de molybdate (0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de potassium et 4 mM de 

molybdate d'ammonium). Après agitation à l’aide d’un vortex, les mélanges ont été 

incubés dans un bain marie à 95°C pendant 90 min. Après refroidissement à température 

ambiante, l'absorbance est mesurée à 695 nm contre un blanc à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-Visible. L’acide gallique a été utilisé comme standard. 

 Le pourcentage de pouvoir réducteur du phosphomolybdate est calculé par la relation 

suivante : 

 

 

Avec :  

- AT : Absorbance de témoin (sans l’extrait) ; 

- AEch : Absorbance de l’extrait. 

III-3- Analyse statistique 

Toutes les expériences ont été réalisées en triple. Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± l’écart-type en utilisant Microsoft Excel 2013. La détermination des IC50 

(concentration inhibitrice à 50%) a été réalisée en utilisant le logiciel Origine 9.0. 

PI % = ((AEch − AT) / AEch) × 100 

PI % = ((AEch − AT) / AEch) × 100 
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 Les résultats expérimentaux du plan d’expérience de Box-Behnken sont traités par le 

logiciel JMP7. Toutes les données ont été effectuées en triple, et les résultats 

expérimentaux obtenus ont été exprimés en tant que moyenne. Les données ont été 

analysées par analyse de la variance, et les valeurs moyennes ont été considérées 

sensiblement différentes quand p < 0,05.  
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IV-1- Optimisation des conditions d’extraction des flavonoïdes 

L'objectif de cette étude était d'optimiser les conditions d’extraction des flavonoïdes des 

feuilles de R. alaternus, par la méthodologie des surfaces de réponse. Trois paramètres ont 

été étudiés : le ratio solide/liquide, la polarité du solvant et le temps d’extraction.  

IV-1-1- Essais préliminaires 

IV-1-1-1- Choix du solvant d’extraction 

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique et de la polarité 

des solvants utilisés. Pour cela, il est très difficile d'élaborer un procédé d'extraction 

approprié à tous les composés phénoliques d’une plante. Les solvants organiques les plus 

utilisés dans l'extraction des composés phénoliques sont en particulier l’acétone, l’éthanol, 

le méthanol, le propanol et l’acétate d’éthyle. Ces derniers sont le plus souvent additionnés 

avec des proportions différentes d'eau pour créer un milieu plus polaire qui facilitent 

l'extraction des composés les plus polaires (Naczk et Shahidi, 2006 ; Al-Farsi et al., 

2005). 

Selon les résultats de plusieurs études (Hismath et al., 2011 ; Uma et al., 2010 ; Chan 

et al., 2009 ; Chirinos et al., 2007), l'acétone est le solvant le plus efficace pour 

l'extraction des composés phénoliques, en particulier, les tannins condensés et les 

flavonoïdes. Plus le poids moléculaire du solvant est haut, plus la polarité est faible, ce qui 

permet à d'autres substances de poids moléculaire à peu près identique d'être facilement 

extraites (Musa et al., 2011).  

L'acétone est le solvant le moins polaire, comparé au méthanol, l'eau et l'éthanol, ainsi il 

est plus efficace pour la dégradation des parois cellulaires qui ont des caractères non 

polaire, en favorisant l’obtention d’un taux élevé en composés phénoliques (Uma et al., 

2010). Dans cette présente étude, l’acétone a été utilisée comme solvant d’extraction avec 

différentes polarités, dans le but d’évaluer l’effet de cette dernière sur le taux d’extraction 

des flavonoïdes. 

IV-1-1-2- Choix du temps d’extraction 

Le temps d'extraction est l’un des paramètres qui influence sur l’extraction des 

composés phénoliques. L'augmentation du temps de contact du solvant avec des solides 
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peut améliorer la diffusion des composés du solide vers le solvant, ce qui permet d’avoir 

une meilleure extraction (Ghafoor et al., 2009).  

IV-1-1-3- Choix de ratio (solide/liquide) d’extraction 

D’après Silva et al. (2007), le rapport solide/liquide possède un impact significatif sur 

l’extraction des composés phénoliques. En effet, une diminution de ce rapport influence 

positivement sur le rendement d’extraction, quel que soit le solvant utilisé. Cela peut être 

expliqué par le phénomène de transfert de masse ; plus ce rapport est inférieur, plus les 

forces d'entraînement dans le solide sont grandes, ce qui engendre une diffusion 

importante. Le rapport solide/liquide modifie aussi la solubilité, la constante d'équilibre, et 

augmente ainsi le rendement d’extraction (Cheok et al., 2012). 

IV-1-2- Plan d’expérience Box-Behnken 

IV-1-2-1- Analyse des résultats 

Généralement l'efficacité de l'extraction des composés phénoliques est influencée par 

multiples paramètres, tels que la température, le temps d’extraction, le rapport 

solide/liquide, la nature et la polarité du solvant…etc. (Liyana-Pathirana et Shahidi, 

2005).  

Dans cette étude, l'effet de différents facteurs sur la réponse a été réalisé en suivant le 

procédé de conception d'analyse du RSM. Les effets principaux des trois facteurs et leurs 

interactions, ont été étudiés afin d’optimiser les conditions d'extraction des flavonoïdes des 

feuilles de R. alaternus. Les facteurs choisis sont : 

 Le temps d’extraction (X1) (6, 12 et 18h) ; 

 La polarité du solvant (X1) (40, 70 et 100 %) ; 

 Le ratio solide/liquide (X3) (1/5, 1/10 et 1/15 p/v). 

Les résultats (Tableau V), montrent que le taux d’extraction des flavonoïdes à partir 

des feuilles de R. alaternus varie de 1,9124 à 12,0216 mg EQ/g de MS. Tous les résultats 

de cette étude ont été calculés à partir de la courbe d'étalonnage réalisée en utilisant la 

quercitine comme flavonoïde standard (Annexe VIII) (Figure 1). L'équation de la courbe 

d’étalonnage était y = 0,1015x + 0,0955, avec un R2 = 0,987.  
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Les résultats expérimentaux étaient très proches de résultats prédits par le logiciel 

(Tableau V). Cela indique qu'il y avait un degré élevé d'ajustement entre les valeurs 

observées dans l'expérience (valeurs réelles) et les valeurs prédites par le modèle de 

régression.  

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

Box-Behnken des feuilles de R. alaternus. 

IV-1-2-2- Validation du model 

Dans les plans d’expériences, le modèle mathématique sert à lier la fonction de réponse 

et les données expérimentales. Afin d’avoir une bonne réponse, plusieurs paramètres 

doivent être vérifiés, tels que, la linéarité, l'effet quadratique des variables indépendantes, 

leur interaction et le coefficient de régression (Chan et al., 2009). 

 

 

n  ͦ

d’essai 
Modèle 

Temps 

(h)  

Polarité 

(%) 

Ratio 

(p/v)  

Valeurs réelles 

TF (mg d'EQ/g) 

Valeurs prédites 

TF (mg d'EQ/g) 

1 −0+ 6 70 1/5 3,6728 4,3533 

2 −+0 6 100 1/10 6,2015 6,1210 

3 −0− 6 70 1/15 11,3728 10,9998 

4 000 12 70 1/10 5,5333 5,5549 

5 0−− 12 40 1/15 7,6682 8,3800 

6 0+− 12 100 1/15 3,3139 3,8071 

7 +0+ 18 70 1/5 1,9124 2,4369 

8 0++ 12 100 1/5 2,9057 2,2660 

9 000 12 70 1/10 5,7456 5,5549 

10 +0− 18 70 1/15 4,5051 3,6731 

11 −−0 6 40 1/10 12,0216 11,7946 

12 +00 18 100 1/10 2,259 2,4860 

13 000 12 70 1/10 5,3859 5,5549 

14 0−+ 12 40 1/5 2,6037 2,0384 

15 +−0 18 40 1/10 3,4414 3,5219 
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a) Coefficient de corrélation 

La forme mathématique du modèle a été jugée par le coefficient de corrélation (R2), qui 

est une mesure du degré d'ajustement, défini comme un rapport de variation expliquée par 

le modèle étudié (Wang et al., 2008). Plus la valeur de R2 est proche de 1, plus le modèle 

adapte mieux les données réelles (Chan et al., 2009).  

Dans la présente étude, la valeur de R2 pour le modèle de régression du taux des 

flavonoïdes était de 0,98 (Figure 07). Ceci suggère que seulement 2% des variations sont 

non expliquées par le modèle. En outre, la valeur de R2
ajusté est de 0,9757, ce dernier est très 

proche de la valeur de R2, ce qui confirme la haute significativité de notre modèle. D’après 

Hismath et al. (2011), le R2
ajusté est la valeur corrigée de R2 après l'élimination des limites 

inutiles par le modèle. S'il y avait beaucoup de limites non significatives incluses dans le 

modèle, le R2
ajusté serait remarquablement plus petit que le R2.  

De plus, l’analyse de la variance montre que les résultats du model sont très 

significatifs, puisque P= 0,0016 (P˂ 0,05), ce qui confirme la fiabilité du modèle (Figure 

07). 

 

Figure 07 : Plan de prédiction réelle des flavonoïdes des feuilles de R. alaternus. 
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b) Effet des facteurs (coefficients) 

L’analyse du modèle de régression des taux des flavonoïdes, consiste à analyser 

l’impact des facteurs (X1, X2 et X3) à P˂ 0,05, afin de déterminer leur ordre d’efficacité 

(leur influence) sur l’extraction des flavonoïdes (Chan et al., 2009). Les P-value ont été 

employées comme outil pour vérifier la signification de chaque coefficient, ce qui indique 

les forces d'interaction entre les paramètres (Tableau VI). Plus la P-value est petite, plus le 

facteur correspondant est plus significatif (Liu et al., 2010). 

b-1) Effet linéaire 

L'analyse statistique des données montre que deux facteurs ont influencé de manière 

significative sur le rendement d'extraction des flavonoïdes. Ces facteurs sont le temps 

d’extraction (X1) avec une probabilité de P= 0,003 et un coefficient de l’ordre de               

-1,839779, ainsi que le ratio (X3) avec une probabilité de P= 0,0437 et un coefficient de 

l’ordre de -107,441. Cependant, la polarité de solvant ne possède aucun effet significatif 

sur l’extraction des flavonoïdes des feuilles de R. alaternus (P˃ 0,05).  

Tableau VI : Estimation des coefficients de régression du model polynomiale de second degré des 

feuilles de R. alaternus étudiées.                            

Terme Estimation Erreur standard Rapport t P-value 

Constante 32,84698 4,552987 7,21 0,0008* 

Linéarité 

X 1 (temps) -1,839779 0,341331 -5,39 0,0030* 

X 2 (polarité) -0,129376 0,074325 -1,74 0,1422 

X 3 (ratio) -107,441 40,05561 -2,68 0,0437* 

Interaction 

X1X2 0,0064412 0,002232 2,89 0,0344* 

X1X3 3,3645409 0,943994 3,16 0,0161* 

X2X3 0,5970835 0,188799 2,00 0,0250* 

Quadratique 

X1X1 0,0231784 0,011618 2,00 0,1026 

X2X2 -0,000454 0,000465 -0,98 0,3736 

X3X3 -15,573 129,719 -0,12 0,9091 
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b-2) Effet d’interaction 

L’analyse des résultats montre que toutes les interactions possèdent une influence 

significative (P< 0,05) sur l’extraction des flavonoïdes des feuilles de R. alaternus. 

L’interaction X1X3 (temps-ratio) a présenté le plus grand effet sur l’extraction, avec une 

probabilité de 0,0161 et un coefficient de l’ordre de 3,365, suivi par X2X3 (polarité-ratio) 

avec une probabilité de 0,0250 et un coefficient de l’ordre de 0,597. Enfin, l’interaction 

X1X2 (temps-polarité) a montré le plus faible effet avec un P= 0,0344 et un coefficient de 

l’ordre de 0,006 (Figure 08). En effet, l’effet d’interaction des différents facteurs a été 

rapporté par plusieurs auteurs (Chan et al., 2009 ; Silva et al., 2007). 

 

 

Figure 08 : Surfaces de réponse pour les interactions des trois facteurs : (A) temps-ratio, (B) 

temps-polarité et (C) polarité-ratio. 

A B 

C 
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b-3) Effet quadratique 

Les résultats obtenus, indiquent que les effets quadratiques X1
2 (temps-temps), X2

2 

(polarité-polarité) et X3
2 (ratio-ratio) sont non significatifs sur la teneur en flavonoïdes 

extraite des feuilles de R. alaternus avec une probabilité de P˃ 0,05.  

IV-1-2-3- Modèle mathématique 

D’après les résultats obtenus précédemment, le meilleur modèle mathématique postulé 

pour l’extraction des flavonoïdes à partir des feuilles de R. alaternus, est un modèle de 

second degré qui permet d’écrire la réponse sous la forme suivante : 

 

 

Ce modèle a été volontairement simplifié par élimination des effets d’interactions jugés 

non significatifs dans l’analyse précédente. Cela permet de calculer plus facilement la 

teneur en flavonoïdes en utilisant cette expression réduite tout en gardant une qualité 

d’ajustement quasiment similaire (Tinsson, 2010). A partir de ce modèle, le calcul de la 

réponse est possible, il suffit d’attribuer les valeurs de X1, X2 et X3 pour obtenir la teneur 

en flavonoïdes. 

IV-1-2-4- Solution 

Afin de vérifier les possibilités prédictives du modèle, une vérification expérimentale 

des conditions optimales et des comparaisons entre les résultats prévus et les valeurs 

pratiques ont été établées en utilisant le logiciel JMP7. Les conditions optimales de cette 

étude sont représentées dans le tableau VII. 

Tableau VII : Les conditions optimales et la valeur prédite pour l'extraction des flavonoïdes des 

feuilles de R. alaternus selon le modèle de Box-Behnken. 

Variables Valeurs critiques 

X1 : Temps [6-18] heures 18,041559 

X2 : Polarité [40-100] % 79,539769 

X3 : Ratio [1/5-1/15] p/v 0,1321842 

Valeur prédite des flavonoïdes (mg EQ/g 

de MS) 
3,0845962 

Y= 32,84698 - 1,839779 X1 - 107,441 X3 + 0,0064412 X1X2 + 3,3645409 X1X3     

+ 0,5970835 X2X3 
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Il est assez clair d’après les résultats obtenus, que le temps d’extraction a un rôle 

critique dans l'extraction des flavonoïdes, suivi respectivement par le ratio et la polarité. 

Généralement, on constate que le temps qui s'étend de 18-24h a une efficacité importante 

sur l'extraction des composés phénoliques (Ghafoor et al., 2009). En plus, le ratio et la 

polarité du solvant d'extraction sont des variables importantes dans l’optimisation 

d’extraction, afin de réduire au minimum le coût énergétique du processus.  

Les conditions optimales d'extraction des flavonoïdes des feuilles de R. alaternus 

obtenues par le présent modèle étaient comme suit : une polarité de l’acétone de 79,54% 

(v/v), un ratio (solide/liquide) de 1/7,57 (0,132 g/ml), et un temps d'extraction de 18,04 

heures. Dans ces conditions, le modèle a prévu une réponse maximale de 3,085 mg EQ/g 

de MS.  

IV-2- Dosage des antioxydants 

IV-2-1- Polyphénols totaux 

Les polyphénols sont des molécules bioactives très recherchées, grâce à leurs 

excellentes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Le dosage de ces composés a été 

effectué par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Cai et al., 2004). Dans cette 

étude, la coloration bleue de la solution, reflète la présence du complexe 

phosphotungstique-phosphomolybdique produit lors de l’interaction entre les composés 

phénoliques de l’extrait et le réactif de Foline-Ciocalteau (Hatami et al., 2014). La 

quantification du taux des polyphénols totaux présents dans l’extrait acétonique des 

feuilles de R. alaternus est estimé à partir de la courbe d’étalonnage (Annexe VIII) 

(Figure 3), établie à l’aide de différentes concentrations d’acide gallique, exprimée en mg 

EAG/g de MS, tout en appliquant la formule suivante : y= 0,059x - 0,0059 sachant que 

R2= 0,9852. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 09. 
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Figure 09 : Teneur en polyphénols totaux des feuilles de R. alaternus. 

 La teneur en polyphénols totaux est de l’ordre de 18,076 ± 2,43 mg EAG/g de MS. Ce 

résultat est proche de celui rapporté par Moussi et al. (2015), (17,13 ± 0,09 mg EAG/g de 

MS) dans l’extrait méthanolique des feuilles de R. alaternus. En effet, la quantité des 

polyphénols totaux peut varier selon un certain nombre de facteurs : L’origine 

géographique, la période de la récolte, l’organe végétal utilisé, le degré de maturation de la 

plante, les conditions climatiques (température, le type de sols et la lumière) (Falleh et al., 

2008), ainsi que, la méthode d’extraction et la nature du solvant utilisé (Hayouni et al., 

2007 ; Sultana et al., 2007). 

Toutefois, les résultats du dosage des composés phénoliques n’indiquent pas les valeurs 

exactes des teneurs en polyphénols, puisque malgré sa grande sensibilité, la méthode de 

Folin-Ciocalteu peut présenter des problèmes d’interférence. En effet, ce réactif peut réagir 

avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane) et les sucres réducteurs comme le glucose 

(Boizot et Charpentier, 2006). 

IV-2-2- Teneur en flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au 

trichlorure d’aluminium. L’addition de ce dernier forme un complexe jaune avec les 

flavonoïdes qui absorbe dans le visible à 430 nm (Alilou et al., 2014). L’intensité de la 

coloration varie en fonction de la concentration des flavonoïdes de l’extrait. L’aluminium 
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perd deux électrons pour s’unir à deux oxygènes des flavonoïdes (Ribéreau-Gayon, 

1968). 

La teneur en flavonoïdes est exprimée en mg EQ/g de MS, en se référant à une courbe 

d’étalonnage (Annexe VIII) (Figure 2), réalisée dans les mêmes conditions et qui suit une 

équation de type : y= 0,015x - 0,018 avec un R²= 0,984. Les résultats sont représentés sur 

l’histogramme de la figure 10. 

 

Figure 10 : Teneur en flavonoïdes totaux des feuilles de R. alaternus. 

D’après le résultat, on constate que l’extrait acétonique des feuilles de R. alaternus 

présente une teneur en flavonoïdes de l’ordre de 2,863 ± 0,133 mg EQ/g de MS. Cette 

teneur est très proche de celle de l’intervalle de prévision du plan d’expérience de Box-

Behnken estimé à 3,08 mg EQ/g de MS. Ce résultat obtenu est nettement supérieurs à celui 

rapporté par Ben Ammar et al. (2007), (0,283 ± 0,0094 mg EQ/g de MS) dans l’extrait 

méthanolique des feuilles de la même espèce de Tunisie, mais légèrement inférieur à celui 

trouvé par Moussi et al. (2015), (6,63 ± 0,63 mg EQ/g de MS) dans l’extrait méthanolique 

des feuilles de R. alaternus. 

D’après la littérature, la quantité des flavonoïdes des extraits varie d’une plante à 

l’autre, cela est due probablement à leur décomposition par la haute température 

(Gheffour et al., 2015), mais dans notre cas, l’échantillon a été extrait à une température 

ambiante. D'autres raisons peuvent être signalées, comme la solubilité des flavonoïdes dans 

les solvants d’extraction, leur distribution durant le développement de la plante, ainsi 
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qu’aux conditions de conservation ou d’environnement (température élevée, exposition 

solaire, sécheresse…etc.) (Falleh et al., 2008 ; Lapornik, 2005). 

IV-2-3- Teneur en flavones et flavonols 

La quantification des flavones et flavonols a été effectuée par une méthode basée sur le 

même principe que celle des flavonoïdes. 

Les résultats du dosage des flavones et flavonols obtenus, sont exprimés en mg EQ/g de 

MS, en se référant à une courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes conditions (Annexe 

VIII) (Figure 4), en utilisant différentes concentrations de quercétine (y= 0,0336x - 0,0674   

avec un R²= 0,9753). Le résultat est représenté sur la figure 11.  

 

Figure 11 : Teneur en flavones et flavonols des feuilles de R. alaternus. 

 D’après le résultat de la présente étude, la teneur en flavones et flavonols de l’extrait 

étudié est de l’ordre de 2,53 ± 0,34 mg EQ/g de MS, ce qui représente 95% de la totalité 

des flavonoïdes cité précédemment. Aucun résultat du dosage des flavones et flavonols n’a 

été rapporté par d’autres auteurs sur la même plante pour pouvoir comparer nos résultats. 
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IV-3- Pouvoir anti-radicalaire 

IV-3-1- Pouvoir anti-radicalaire DPPH• 

Plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer l'activité anti-radicalaire dont la 

méthode utilisant le radical DPPH•. C’est une méthode simple, rapide et largement utilisée 

(Ben Ammar et al., 2009).  

L’activité de l’extrait acétonique des feuilles de R. alaternus et de la quercetine utilisée 

comme standard vis-à-vis du radical DPPH• a été évaluée à l’aide d’un spectrophotomètre, 

en suivant sa réduction qui s’accompagne par la transition de la couleur violette (DPPH•) 

en couleur jaune (DPPH-H) qui est mesurable à 517 nm (Chew et al., 2009). Les 

pourcentages d’inhibitions de l’extrait sont représentés dans la figure 12.  

 

Figure 12 : Histogramme représente l’activité scavenging du radical DPPH• d’extrait acétonique 

des feuilles de R. alaternus. 

Selon les résultats de la présente étude, on constate que le pourcentage de réduction 

augmente en fonction de la concentration d’extrait, où la concentration la plus élevée (75 

μg/ml) a donné un pourcentage d’inhibition de l’ordre de 76,91 ± 0,18%. Par contre, la 

quercétine a montré un pourcentage d’inhibition de 73,05 ± 1,17% à une concentration de 

10 μg/ml (Annexe IX) (Figure 1).  

La concentration inhibitrice à 50% (IC50) a été calculée pour l’extrait et le standard. 

Plus la valeur d’IC50 est faible plus la capacité réductrice est forte (Falleh et al., 2008). 

Selon les résultats trouvés, l’extrait acétonique est doté d’un pouvoir antioxydant puissant, 
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avec un IC50 de l’ordre de 25,92 ± 0,11 µg/ml. Tandis que, celui de la quercetine est de 

6,96 ± 0,18 μg/ml, ce qui représente une capacité inhibitrice très puissante. On remarque 

que l’IC50 de l’extrait acétonique trouvé dans cette étude est compris entre ceux rapporté 

par Ben Ammar et al. (2008), (IC50= 18,84 μg/ml de l’extrait méthanolique des feuilles 

de R. alaternus de Tunisie) et Moussi et al. (2015), (IC50= 66,83 ± 3,88 μg/ml de l’extrait 

méthanolique des feuilles de R. alaternus de la région d’Adekar de la wilaya de Bejaia). 

La présence des composés phénoliques (flavonoïdes, polyphénols totaux…etc.) est 

probablement responsable de l’activité antioxydante de l’extrait, car il a été démontré que 

les molécules antioxydantes réduisent et décolorent le DPPH• en raison de leur capacité à 

céder l’hydrogène (Gheffour et al., 2015). Cette réduction est proportionnelle à la quantité 

d’antioxydant présent dans le mélange réactionnel (Ben Ammar et al., 2008). 

Une bonne corrélation est retrouvée entre le pourcentage d’inhibition de DPPH• et le 

pourcentage de réduction du phosphomolybdate (r = 1) (Annexe XIII). 

IV-4-2- Pouvoir anti-radicalaire ABTS•+ 

L’ABTS est une substance qui ne possède pas des radicaux libres au départ. Après son 

interaction avec le persulfate de potassium, des radicaux libres se forment par arrachement 

d’un électron à un atome d’azote d’ABTS•, suivi par l’apparition d’une couleur bleue 

intense (Re et al., 1999). Lors du contact entre le radical ABTS•+ et les antioxydants de 

l’extrait (donneurs d’électrons), l’atome d’azote concernée piège un H+, conduisant à 

l’ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution. Cette décoloration est suivie par 

spectrophotométrie à une longueur d’onde de 734 nm. La diminution d’absorbance de la 

solution d’ABTS est caractéristique de la diminution du nombre de radicaux libres (Erel, 

2004). 

Les pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTS•+ de différentes 

concentrations de l’extrait acétonique sont représentés dans la figure 13.  

Les résultats (Figure 13), révèlent que l’extrait acétonique des feuilles de R. alaternus 

présente une importante activité inhibitrice vis-à-vis le radicale ABTS•+ de 84,48 ± 1,12% 

pour une concentration maximale de 30 µg/ml. Alors que l’acide ascorbique utilisé comme 

standard montre un pourcentage d’inhibition de 77,87 ± 4,78% à une concentration de 8 

µg/ml. 
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Figure 13 : Histogramme représente l’activité scavenging du radical ABTS•+ d’extrait acétonique 

des feuilles de R. alaternus. 

Une étude menée par Bhouri et al. (2011), montre que les feuilles de R. alaternus sont 

très riches en composés phénoliques, tel que le kaempferol 3-O-β-isorhamninoside (K3O-

ir) et le rhamnocitrin 3-O-β-isorhamninoside (R3O-ir), qui sont capables de réduire le 

radical ABTS•+. En effet, leurs pourcentages d’inhibition sont de l’ordre de 97% et 72% 

respectivement à une concentration de 0,2 mg/ml. Ces résultats sont hautement supérieurs 

à ceux obtenus dans notre étude. De plus, l’efficacité de l’extrait est aussi révélée par la 

valeur de l’IC50 qui est de l’ordre de 11,74 ± 0,11 µg/ml, équivalant à 3,83 ± 0,03 µg/ml 

d’acide ascorbique. Elle est largement inférieure à celles trouvées par Bhouri et al. (2011), 

qui sont approximativement de 0,12 mg/ml pour K3O-ir et 0,15 mg/ml pour R3O-ir. 

Siddhuraju et Becker. (2007), ont rapporté que les composés phénoliques de poids 

moléculaire élevé (tannins), ont plus de capacité à piéger le radical ABTS•+ et que 

l'efficacité dépend du poids moléculaire, du nombre d'anneaux aromatiques et de la nature 

de substitution de groupement hydroxyle, plutôt que les groupes fonctionnels spécifiques. 

Les pouvoirs inhibiteurs obtenus avec le radical DPPH•, étaient généralement plus 

faibles que ceux mesurés avec le radical ABTS+•. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que 

l’extrait acétonique des feuilles de R. alaternus, est riche en substances qui présentent des 

bandes d’absorption à la même longueur d’onde que le radical DPPH• ; ce qui engendre 

une augmentation de la densité optique et une diminution du pouvoir inhibiteur (Sarr et 

al., 2015). 
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Les résultats statistiques indiquent la présence d’une bonne corrélation linéaire entre le 

pouvoir anti-radicalaire ABTS+• et les teneurs en polyphénols totaux, en flavones et 

flavonols, ainsi que le pourcentage de réduction du FeCl3 avec des coefficients de 

corrélation de l’ordre de 0,998, 0,809 et 1 respectivement (Annexe XIV).  

IV-3- Pouvoir réducteur 

IV-3-1- Réduction du chlorure ferrique (FeCl3) 

Le pouvoir réducteur de l’extrait acétonique des feuilles de R. alaternus a été évalué en 

utilisant la méthode de FRAP, cette dernière est un essai simple, rapide et reproductible, 

qui est basée sur la capacité de l’extrait à réduire le Fe+3 en Fe+2, en déterminant ainsi la 

capacité de ce composé à donner des électrons qui peut servir comme un indicateur 

significatif de son activité antioxydante (Ghaisas et al., 2008). 

Dans ce travail la quercitine a été utilisée comme antioxydant de référence en parallèle 

avec l’extrait (Annexe X) (Figure 1). Les valeurs présentées dans la figure 14, montrent le 

pouvoir réducteur de l’extrait à différentes concentrations.  

 

Figure 14 : Pouvoir réducteur (FeCl3) des feuilles de R. alaternus. 

D’après les résultats illustrés dans l’histogramme ci-dessus, on constate que 

l’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle aux concentrations utilisées. 

L’extrait présent un pourcentage d’activité réductrice vis-à-vis le FeCl3 de 81,68% ± 0,17% 

pour une concentration maximale de 25 µg/ml. Alors que celle de standard (quercitine) qui 
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est de l’ordre de 76,57% ± 1,29% pour une concentration maximale de 10 µg/ml. Le 

pouvoir réducteur de la quercitine à 50% est de l’ordre de 2,54 ± 0,08 µg/ml, et celui de 

l’extrait est de l’ordre de 7,15 ± 1,07 µg/ml, ce qui confirme que l’extrait acétonique des 

feuilles de R. alaternus présent une très forte activité réductrice du fer. 

Le pouvoir réducteur des feuilles de R. alaternus est probablement dû à la présence des 

groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme 

donneurs d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des 

réducteurs et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007). 

Les résultats obtenus, montrent l’existence d’une bonne corrélation entre le pourcentage 

de réduction de FeCl3 et les polyphénols, flavones et flvonols avec des coefficients de 

corrélation (r) de l’ordre de 0,998 et 0,809 respectivement. Il présent ainsi une parfaite 

corrélation avec l’ABTS•+ (r = 1) (Annexe XI).   

IV-3-2- Réduction du phosphomolybdate 

Ce test est un essai direct, qu’on emploi principalement pour mesurer la puissance des 

antioxydants non enzymatiques. Cette analyse est basée sur la réduction de Mo6+ en Mo5+ 

en présence d’extrait, suivi par la formation d'un complexe phosphate/Mo5+ en donnant une 

coloration verte détectable à une longueur d’onde de 695 nm (Bougatef et al., 2009). 

Les résultats de la capacité antioxydante de l’extrait acétonique des feuilles de R. 

alaternus sont représentés dans la figure 15. L’acide gallique a été utilisé comme standard 

de référence (Annexe X) (Figure 2). 

Les résultats illustrés dans la figure 15, montrent que le pouvoir réducteur de l’extrait 

est dose-dépendante, c’est-à-dire que la capacité de réduction du phosphomolybdate est 

proportionnelle à l’augmentation de la concentration d’échantillon. Il présent une 

importante activité réductrice de molybdate de l’ordre de 87,46 ± 0,06% pour une 

concentration maximale de 30 µg/ml, comparativement à celle de standard qui est de 

l’ordre de 52,03 ± 0,52 pour une concentration maximale de 9 µg/ml (Annexe X) (Figure 

2). La concentration inhibitrice de l’extrait à 50%, est de l’ordre de 7 ± 0,12 µg/ml, ce 

dernier est significativement proche de celle de l’acide gallique qui est de 8,838 ± 0,132 

µg/ml. D’après ces résultats, nous remarquons que le pouvoir réducteur de l’extrait est très 

efficace pour la réduction du phosphomolybdate.   
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Figure 15 : Pouvoir réducteur du phosphomolybdate des feuilles de R. alaternus. 

L’étude statistique, montre l’existence d’une corrélation significative entre le 

pourcentage de réduction du phosphomolybdate et le pourcentage d’inhibition du radical 

DPPH• avec un coefficient de corrélation de l’ordre de 1 (Annexe XII). 
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Conclusion  

La méthodologie des surfaces de réponse, a été utilisée avec succès pour optimiser les 

conditions d'extraction des flavonoïdes des feuilles de R. alaternus. Le coefficient de 

corrélation et les p-value ont indiqué que le temps et le ratio (p< 0,05) sont les facteurs les 

plus significatifs affectant l'extraction des flavonoïdes, suivis par la polarité d'extraction. 

Les conditions expérimentales optimales qui maximisent l’extraction des flavonoïdes 

des feuilles de R. alaternus sont : le solvant acétonique à une polarité de 79,54 % (v/v) 

avec un rapport solide/liquide de 0,13 g/ml pendant un temps d’extraction de 18,04h. Dans 

ces conditions, le taux des flavonoïdes d’extrait optimisé est de l’ordre de 2,86 ± 0,13 mg 

EQ/g de MS, qui est en accord avec la valeur prévue par le modèle (3,08 mg EQ/g de MS). 

Les analyses qualitatives effectuées par spectrophotomètre, ont montré que l’extrait 

optimisé des feuilles de R. alaternus, est relativement riche en polyphénols totaux avec une 

teneur de 18,08 ± 2,43 mg EAG/g de MS. De même le dosage des flavonoïdes a révélé la 

richesse de cette plante en ces composés, essentiellement en flavones et flavonols qui est 

de l’ordre de 2,53 ± 0,34 mg EQ/g de MS. 

L’activité anti-radicalaires, vis-à-vis le DPPH et l’ABTS, montre des IC50 de 25,92 ± 

0,11 et 11,74 ± 0,11 µg/ml respectivement. Cependant, le pouvoir réducteur déterminé par 

la méthode de FRAP et du phosphomolybdate révèle des IC50 de l’ordre de 7,16 ± 1,07 et 7 

± 0,12 µg/ml respectivement. Ces résultats montrent que l’extrait possède une très bonne 

activité, donc cette plante contient des molécules qui sont considérées comme des 

puissants agents antioxydants. 

Au terme de ce travail, il serait intéressant de compléter cette étude, en testant et en 

optimisant d’autres paramètres influençant sur l’extraction des flavonoïdes tels que la 

température, la granulométrie, le pH,…etc., élargir l’application du model de Box-

Behnken sur d’autres parties de cette plante.  

De plus, notre pays possède une biodiversité immense, dont chaque plante se caractérise 

par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques 

thérapeutiques et pharmacologiques particulières qui demandent d’être exploitées en 

optimisant leur extraction. 
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Annexe I : L’espace expérimental (Goupy, 2006). 

 

Annexe II : Le domaine de variation du facteur est constitué de toutes les valeurs comprises 

entre le niveau bas et le niveau haut (Goupy, 2006). 

 

 

 

Annexe III : Le domaine d’étude (Goupy, 2006). 
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Annexe IV : L’ensemble des réponses qui correspond à tous les points du domaine d’étude 

forment la surface de réponse (Goupy, 2006). 

 

 

 

 

Annexe V : Illustration du plan de Box-Behnken pour trois facteurs (Ferreira et al ; 2007). 

 

 

 

 

  



                                                                                                               Annexes 

Annexe VI: Composition phytochimique de R. alaternus (Kelly et al., 2002 ; Mahmoudi 

et al., 2012 ; Middleton et al., 2000 ; Wei et al., 1994). 
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Annexe VII : Protocole général d’extraction des composés phénoliques, dosages et 

méthodes utilisées pour l’étude du pouvoir antioxydant des feuilles de R. alaternus. 

 

                       

  

10 ml d’acétone 

à 79,53% 

Incubation pendant 18 h sous agitation 

et à l’abri de la lumière 

1.321g de poudre 

Centrifugation à 5600 rpm 

pendant 20 min 

Filtrat acétonique 

Dosage des polyphénols 

Dosage des flavonoïdes  

Dosage des flavones et 

flavonols 

Chlorure ferrique 

Phosphomolybdate 

DPPH• 

ABTS•+ 

Dosages des antioxydants 

 

Pouvoirs réducteurs 

 

Pouvoirs anti-radicalaires 
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Annexe VIII : Courbes d’étalonnages utilisées pour le dosage des antioxydants.  

 

Figure 1 : Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des flavonoïdes en utilisant la 

quercitine (model de Box-Behnken). 

 

 

Figure 2 : Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des polyphénols en utilisant l’acide 

gallique. 
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des flavonoïdes en utilisant la 

quercitine (dosage des antioxydants).  

 

 

Figure 4 : Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des flavones et flavonols en 

utilisant la quercitine.   
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Annexe IX : Evaluation de l’activité anti-radicalaire en fonction des standards.  

 

Figure 1 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH• en fonction de la concentration en 

quercitine.  

 

  

Figure 2 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ en fonction de la concentration en 

acide ascorbique.  
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Annexe X : Evaluation de l’activité réductrice en fonction des standards.  

 

Figure 1 : Pourcentage de réduction de FeCl3 en fonction de la concentration en 

quercitine. 

 

 

Figure 2 : Pourcentage de réduction du phosphomolybdate en fonction de la concentration 

en acide gallique.  
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Annexe XI : Corrélations entre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH• et les teneurs 

en antioxydants.  

 

 

 

  

r = 0,998

25,82
25,84
25,86
25,88
25,90
25,92
25,94
25,96
25,98
26,00
26,02

0 10 20 30P
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n

(D
P

P
H

• )

Polyphénols (mg/g)  

r =0,268

25,82
25,84
25,86
25,88
25,90
25,92
25,94
25,96
25,98
26,00
26,02

2,7 2,8 2,9 3,0

P
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n

(D
P

P
H

• )

Flavonoides (mg/g)   

r= 0,809

25,82
25,84
25,86
25,88
25,90
25,92
25,94
25,96
25,98
26,00
26,02

0 2 4

P
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n

(D
P

P
H

• )

Flavones et Flavonols (mg/g)

r = 1

25,82
25,84
25,86
25,88
25,90
25,92
25,94
25,96
25,98
26,00
26,02

0 5 10

p
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n
 

(D
P

P
H

• )

FeCl3 (µg/ml)

r = 1

25,82
25,84
25,86
25,88
25,90
25,92
25,94
25,96
25,98
26,00
26,02

6,90 6,95 7,00 7,05 7,10P
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n
 

(D
P

P
H

• )

phosphomolybdate (µg/ml)

r = 1

25,82

25,84

25,86

25,88

25,90

25,92

25,94

25,96

25,98

26,00

26,02

3,80 3,82 3,84 3,86

p
o
u
rc

en
ta

g
e 

d
'in

h
ib

it
io

n
 

(D
P

P
H

• )

ABTS•+ (µg/ml)

2- Avec les flavonoïdes. 

 

1- Avec les polyphénols. 

 

3- Avec les flavones et flavonols.  

 

4- Avec le pouvoir réducteur en 
FeCl3. 

 

6- Avec le radical ABTS•+. 

 

5- Avec le pouvoir réducteur en 

Phosphomolybdate. 

 



                                                                                                               Annexes 

Annexe XII : Corrélations entre le pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ et les teneurs 

en antioxydants. 
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Annexe XIII : Corrélations entre le pourcentage de réduction du FeCl3 et les teneurs en 

antioxydants. 
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Annexe XIV : Corrélations entre le pourcentage de réduction du phosphomolypdate et les 

teneurs en antioxydants. 
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Annexe XV : Matériel et réactifs utilisés. 

Matériel Réactifs 

 

- Bain marie (Raypa) 

- Balance de précision (Adventurer) 

- Barro magnétique  

- Bécher  

- Centrifugeuse (Sigma) 

- Eprouvette graduée 

- Etuve ventilée (WTC binder) 

- Papier filtre  

- Papier aluminium  

- Papier absorbant 

- Entonnoir  

- Parafilm  

- Micropipette 

- Micro-spatule  

- Pipette pasteur  

- Pissette  

- Eprouvette 

- Tamiseur (Retsch) 

- Spatule  

- Broyeur électrique (Retsh) 

- Recepions en plastique  

- Portoir à tube  

- pH mètre (BOECO Germany BT-

675) 

- Plaque magnétique  

- Spectrophotomètre UV-VIS 

(Rayleigh Vis-723G) 

- Tubes à essais 

- Tubes coniques  

- Vortex (VELP Scientifica) 

 

- ABTS (C18H18N4O6S4) 

- Acétate de sodium (C2H3NaO2) 

- Acétone pure (C3H6O) 

- Acide ascorbique (C6H8O6) 

- Acide gallique (C7H6O5) 

- Acide sulfurique (H2SO4) 

- Acide trichloroacétique (C2HCl3O2) 

- Carbonate de sodium (Na2CO3) 

- Chlorure d’aluminium (AlCl3)  

- Chlorure ferrique (FeCl3) 

- Dihydrogénophosphate de sodium 

(NaH2PO4)  

- DPPH (C18H12N5O6) 

- Ethanol (C2H6O) 

- Ferricyannure de potassium 

(K3Fe(NC)6) 

- Folin-Ciocalcalteu  

- Hydrogénophosphate de sodium 

(Na2HPO4) 

- Méthanol (CH3OH) 

- Molybdate d’ammonium 

((NH4)6Mo7O24) 

- Persulfate de potassium (K2S2O8) 

- Phosphate de potassium (KH2PO4) 

- Quercétine (C15H10O7) 
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Résumé  

 Dans cette étude, les conditions optimales pour l'extraction des flavonoïdes des feuilles de 

Rhamnus alaternus, ont été déterminées par la méthodologie des surfaces de réponse (RSM). Le 

modèle de Box-Behnken a été employé pour étudier les effets de trois variables indépendantes, à 

savoir la polarité de solvant (%, v/v), le ratio solide/liquide (mg/ml) et le temps d’extraction (h) sur 

la réponse. L'analyse de régression a prouvé que 98% de la variation a été expliqué par ce modèle. 

Les conditions optimales pour l'extraction des flavonoïdes sont : la polarité de l’acétone de 79.54 %, 

le temps d'extraction de 18.04 h et le rapport solide/liquide de 0.132 mg/ml. Dans ces conditions 

optimisées, le rendement maximum expérimental de flavonoïde est de 2.86 mg EQ/g de MS, qui est 

en accord étroit avec la valeur prévue, ce qui indique la convenance de modèle et le succès de RSM 

dans l’optimisation des conditions d'extraction. 

 Le contenu total des polyphénols, flavonoïdes, flavones et flavonols d’extrait acétonique optimisé 

des feuilles de R. alaternus, a été déterminé à partir des courbes d'étalonnage, tandis que, l’activité 

antioxydante a été évaluée par quatre méthodes in vitro, à savoir la réduction de fer et 

phoshomolybdate, ainsi que le piégeage de radical libre DPPH et ABTS. 

 Mots clés : RSM, Box-Behnken, Rhamnus alaternus, flavonoïdes totaux, activité antioxydante. 

 

Abstract   

 In this study, the optimal conditions for the extraction of flavonoids from Rhamnus alaternus 

leaves, were determined using response surface methodology (RSM). A Box-Behnken design was 

used to investigate the effects of three independent variables, namely polarity solvent (%, v/v), 

solid/liquid ratio (mg/ml) and extraction time (h) on the response. Regression analysis showed that 

98% of the variation was explained by the model. The optimum conditions for extraction of 

flavonoids were found to be at acetone concentration 79.54%, extraction time 18.04 h and the ratio 

of liquid/solid 0.132 mg/ml. Under these optimized conditions, the experimental maximum yield of 

flavonoids was 2.86 mg QE/g DW, which was in close agreement with predicted values, thus 

indicating the suitability of the models and the success of RSM in optimizing the extraction 

conditions. 

 The total contents of polyphenols, flavonoïdes, flavones and flavonols of acetone extract 

optimized of the sheets of R. alaternus, were determined from calibration curves. While, the 

antioxydant activity was evaluated by four in vitro methods, namely the reduction power and 

phoshomolybdate, as well as the trapping of free radical DPPH and ABTS. 

 Keywords : RSM, Box-Behnken, Rhamnus alaternus, total flavonoïds, antioxydant activity. 

 

                                ملخص                                                                                                   

باستخدام منهجية                                  أوراق في هذه الدراسة، تم تحديد الظروف المثلى لاستخلاص الفلافونودات من 

بانكن لدراسة أثار ثلاثة متغيرات مستقلة على الاستجابة ، و هي مذيب قطبية  -. تم استخدام نظام بوكس            سطح الاستجابة

 ،النموذج من التباين تم شرحه من قبل ٪98وأظهر تحليل الانحدار أن  )ملغ/مل( و وقت الاستخلاص )سا(. (، نسبة صلب/سائل%)

سا ونسبة  18.04، وقت الاستخراج ٪79.54 الأسيتون تركيز كونيأن ت وأظهرت الظروف المثلى لاستخلاص الفلافونويدا

الموافق  ملغ 2.86 في ظل هذه الظروف المثلى، كان أقصى عائد تجريبي من الفلافونويدات مل./  ملغ 0.132سائل /صلب

في  SMR من المادة الجافة، الذي كان في اتفاق وثيق مع القيم المتوقعة، مما يدل على مدى ملاءمة النموذج ونجاح غ/للكيرسيتين

 تحسين ظروف الاستخلاص.

 وراقأمن مستخلص الأسيتون الأمثل من  والفلافونات الفلافونولاتفلافونودات، ال الفينول، عديداتالكلي ل محتوىالقدر  

alatersus .R   في حين تم تقييم النشاط المضاد للأكسدة من خلال اربعة طرق في المختبر، وهي قوة الحد  ،من منحنيات المعاير

   MBTS و   DPPH ، و أيضا حصر الجذور الحرة باستخدامو فوسفومولبيداتمن الحديد 

         .للاكسدة مضاد نشاط الكلية، الفلافونويدات ،    alatersus alamsuRبانكن، -بوكس نموذج ، SMR :مفتاحية كلمات

 Rhamnus alaternus 
(RSM) 

 Rhamnus alaternus RSM 

DPPH .ABTS 

RSM 

 R. alaternus 
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