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Introduction 

Depuis les premiers temps, confronté à un environnement souvent hostile, 

l’homme a su exploiter les ressources de la nature pour subvenir à ses besoins essentiels, 

notamment se nourrir et se soigner. Ces savoirs traditionnels, transmis de génération en 

génération, ont progressivement constitué la base de la pharmacopée, un vaste répertoire 

de remèdes naturels à l’origine de nombreux médicaments modernes. 

L’Algérie, avec plus des deux tiers de son territoire recouvert par le Sahara, 

possède un écosystème unique qui mérite une attention particulière. Ce vaste désert, le 

plus chaud du monde, abrite dans sa partie nord, le Sahara septentrional, une végétation 

clairsemée mais adaptée aux conditions extrêmes de ce milieu (Fellous, 2003). 

Malgré l’aridité du climat, le Sahara septentrional recèle une biodiversité 

remarquable, notamment une grande variété de plantes aromatiques et médicinales 

poussant à l’état sauvage. Ces espèces, connues pour leurs propriétés thérapeutiques, 

aromatiques et odorantes, revêtent un intérêt scientifique et économique considérable 

(Chehma et al., 2008). 

Ces dernières années, la recherche sur les composés bioactifs, en particulier les 

composés phénoliques issus des plantes, a considérablement progressé (Ghafoor et al., 

2009). Ces métabolites secondaires sont reconnus pour leur puissante activité 

antioxydante (Plyuta et al., 2013) et leur rôle dans la prévention de diverses maladies 

(Gülçin et al., 2019). Par ailleurs, ces composés peuvent interagir avec les bactéries via 

divers mécanismes, ce qui les rend particulièrement efficaces pour limiter la propagation 

des souches résistantes aux médicaments (Ecevit et al., 2022). Ces caractéristiques en 

font des cibles d'intérêt majeur pour le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques et de produits naturels innovants. 

Parmi les plantes potentiellement riches en composés bioactifs, Hammada 

scoparia suscite un intérêt croissant, bien que son potentiel demeure encore sous-

exploité et mal documenté dans la littérature scientifique. En effet, malgré ses 

nombreux usages traditionnels, peu d’études ont approfondi l’identification et la 

valorisation de ses composés phénoliques, ainsi que leurs effets biologiques potentiels. 

Cela soulève une problématique centrale : comment optimiser l’extraction de ces 
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composés pour en révéler pleinement les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, 

et ainsi envisager leur valorisation dans divers domaines d’application ? 

Hammada scoparia (Pomel) Iljin, appartenant à la famille des Amaranthaceae, 

est une espèce largement répandue dans les régions arides et semi-arides, notamment 

dans le Sahara septentrional algérien (Benaradj et al., 2013 ; Boucherit et al., 2018). 

Utilisée de longue date en médecine traditionnelle, cette plante est réputée pour ses 

nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est employée dans le traitement des piqûres de 

scorpion, de l’indigestion, des dermatoses, des dorsalgies et de certains troubles 

oculaires. De plus, son potentiel a été reconnu dans la prise en charge de pathologies 

telles que l’obésité, les hépatites, les inflammations, ainsi que certaines affections 

tumorales ou cancéreuses (Ould El Hadj et al., 2003 ; Chao et al., 2013). 

                      Il est donc raisonnable de supposer que cette plante, en raison de 

son adaptation   aux conditions extrêmes du Sahara et de ses usages empiriques variés, 

renferme des composés phénoliques bioactifs ayant une efficacité biologique 

mesurable, notamment en termes d’activité antioxydante et antibactérienne. 

Ce travail est consacré à l’étude des potentialités biologiques des composés 

phénoliques de Hammada scoparia (Pomel) Iljin. Pour être valorisés, ces composés 

bioactifs doivent d'abord être extraits de leur matrice végétale d'origine, ce qui fait de 

l'extraction une étape essentielle et un sujet de recherche toujours d'actualité. 

Dans ce contexte cette étude vise à optimiser l’extraction des composés 

phénoliques totaux et l’activité de piégeage du DPPH de Hammada scoparia, en 

utilisant deux techniques ; extraction par macération et extraction assistée par ultrasons. 

L’optimisation des paramètres d’extraction des composés phénoliques de H. 

scoparia a été réalisée à l’aide de la méthodologie de surface de réponse (MSR) et du 

plan de Box-Behnken (BBD). 
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Les extraits obtenus avec les paramètres optimaux ont été utilisés pour évaluer 

leur activité antioxydante à travers divers tests, ainsi que leur activité antibactérienne 

contre plusieurs souches. Un test de stabilité à l’oxydation d'une huile végétale a 

également été mené pour examiner l’efficacité antioxydante des extraits de la plante 

étudiée. 

Enfin, une caractérisation des extraits optimisés a été réalisée par 

chromatographie liquide en tandem haute résolution-spectrométrie de masse (UHPLC 

MS/MS) et par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). 
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I. Présentation de Hammada scoparia Pomel 

I.1. Description botanique 

Hammada scoparia (pomel) Iljin (Haloxylon scouparium), est une plante 

médicinale de la famille des Chénopodiacées (Saidi et al., 2015, Bouaziz et al., 2016). 

Elle est originaire d'Afrique du Nord et elle prospère dans les régions arides de l'Atlas 

saharien à des altitudes de 800 à 1 400 m (Boucherit et al., 2018). 

Hammada scoparia est un petit arbuste halophyte à structure très ramifiée 

(Bouaziz et al., 2016), glabre, gris-brun et ligneux, pouvant atteindre une hauteur 

maximale de 1 mètre (Boucherit et al., 2017). Il présente des inflorescences de petite 

taille ainsi que des fruits munis d’ailes colorées, souvent roses ou rouges. Ses tiges fines 

noircissent après séchage (Drioichea et al., 2019) (Figure 1). Cette plante se distingue 

par ses feuilles articulées et ses fleurs, solitaires ou groupées, situées à l’extrémité des 

branches. Elle possède un système racinaire vertical et latéral qui contribue à préserver 

le sol et à limiter l’érosion (Boucherit et al., 2018). 

Hammada scoparia pousse à l’état sauvage dans les habitats arides de la région 

méditerranéenne et du Proche-Orient, où elle s’adapte aux conditions climatiques 

difficiles (Taïr et al., 2016). 

 

Figure 1 : Hammada scoparia (Benine et al., 2023). 
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I.2. Synonymes et nomenclature 

Hammada scoparia est connue sous plusieurs synonymes taxonomiques. Ceux- 

ci incluent Hammada scoparia (Pomel) Iljin, Arthrophytum scoparium (Pomel) Iljin, 

Salsola articulata ‘Cav.) et Haloxylon articulatum (Cav.) (Nounah et al., 2019, Benine 

et al., 2023). Il est connu sous le nom de « rimth » en Algérie (Taïr et al., 2016). 

I.3. Classification botanique 

La classification botanique de Hammada scoparia est décrite par (Benine et al., 

2023) comme suit : 

 Embranchement : Spermaphytes ; 

 Sous embranchement : Angiospermes ; 

 Classe : Eudicots ; 

 Ordre : Caryophyllales ; 

 Famille : Chénopodiacées ; 

 Genre : Hammada ; 

 Espèce : Hammada scoparia. 

I.4. Propriétés pharmacologiques 

I.4.1. Utilisation en médecine traditionnelle 

Hammada scoparia, une espèce de la famille des Chenopodiaceae, est largement 

utilisée dans la médecine traditionnelle en Afrique du Nord et au Moyen- Orient pour 

ses nombreuses propriétés thérapeutiques (Benine et al., 2023). Au Maroc, les parties 

aériennes réduites en poudre et préparées en infusion sont utilisées pour leurs effets 

antidiabétiques, antiseptiques et anti-inflammatoires (Drioichea et al., 2019). En autre, 

cette plante est reconnue pour traiter diverses maladies, notamment l'hépatite, l'obésité 

et l'inflammation (Ezzeddine et al., 2017). 
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Elle est également employée pour soigner les troubles oculaires, accélérer la 

cicatrisation des plaies et réduire les cicatrices grâce à son écorce en poudre (Drioichea 

et al., 2019). 

I.4.2. Activités biologiques 

De nombreuses études ont mis en évidence les multiples activités biologiques de 

Hammada scoparia. Les extraits aqueux et méthanoliques de la plante ont montré des 

effets hépatoprotecteurs et antioxydants significatifs en réduisant le stress oxydatif et les 

lésions hépatiques causées par la toxicité de l’éthanol chez des modèles animaux 

(Bourogaa et al., 2014, Bourogaa et al., 2013). 

Les travaux de (Bourogaa et al., 2011) ont démontré que Hammada scoparia est 

efficace contre les cellules leucémiques, grâce aux flavonols triglycosides. En outre, des 

extraits éthanoliques de la plante ont révélé une capacité à inhiber la mélanogenèse in 

vitro, effet attribué à la présence de catéchol et de dérivés tétrahydro- isoquinoliniques 

(Chao et al., 2013). 

Hammada scoparia a également montré des propriétés molluscicides, en 

particulier contre Galba truncatula. L’alcaloïde N-méthylisosalsoline a été identifié 

comme la molécule responsable de cette activité (Mezghani-Jarraya et al., 2009). En 

parallèle, des activités larvicides ont été rapportées par (Drioichea et al., 2019). 

D’autres études ont confirmé l’efficacité de cette plante dans le traitement des 

piqûres de scorpion, des infections cutanées telles que la gale, et des empoisonnements 

alimentaires. Les extraits de Hammada scoparia ont également démontré des propriétés 

antidiabétiques et anticoagulantes (Nounah et al., 2019) ainsi que des activités 

antiplasmodiales et antiprolifératives (Nounah et al., 2019, Bouaziz et al., 2016). 

Récemment, une fraction enrichie en flavonoïdes de H. scoparia a montré une 

protection contre les lésions hépatiques induites par l'ischémie/reperfusion, un problème 

fréquemment rencontré lors des chirurgies et transplantations hépatiques (Taïr et al., 

2016). 
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Dans leurs travaux de recherche (Bouaziz et al., 2016) ont démontré que divers 

extraits alcooliques de l’espèce de Hammada scoparia tunisienne, possédaient une 

activité antibactérienne. 

Ces multiples usages, tant traditionnels que scientifiques, soulignent l'importance 

de Hammada scoparia comme source prometteuse de composés bioactifs pour le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques. 

I.5. Composition chimique 

La composition chimique de H. scoparia, a été bien étudiée, les structures des 

principaux métabolites secondaires ont été identifiées. Les principales molécules isolées 

et identifiées sont montrées dans le tableau I. 

Tableau I : Composition chimique de Hammada scoparia. 

 

Composés chimiques Références 

Cargenine Benkrief et al. 1(990). 

N-méthylisosalsoline, Isosalsoline, Salsolidine, 

Isosalsolidine, Déhydrosalsolidine, Tryptamine,N- 

méthyltryptamine, Isorhamnétin 3-O-β- 

Dapiofuranosyl-  α-L-rhamnopyranosyl-β-D- 

galactopyranoside,2-Méthyl-1,2,3,4-tétrahydroβ- 

carboline. 

El-Shazly et al. (2003) 

Flavonol triglycosides: 

Isorhamnetin 3-O-β-D-xylopyranosyl-α-L- 

rhamnopyranosyl-β-D-Galactopyran-oside, 

Isorhametin3-O-Dgalactopyranoside, Isorhametin 3-O- 

α-L-rhamnopyranosyl -α-L-rhamnopyranosyl - β-D- 

alactopyranoside. 

Drioichea et al. (2019) 

Chrysoeriol, Catéchol, Acide coumarique, Acide 

cinnamique, Acide cafféoylquinique. 
 
Chao et al. (2013) 

Acide catéchique, Acide syringique, Acide vanillique, 

Acide benzoïque 
Benkherara et al. (2021) 
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II. Composés phénoliques 

Les composés phénoliques, spécifiques au règne végétal, représentent un vaste 

ensemble de substances aux structures variées, témoignant de la capacité remarquable 

des plantes à produire une grande diversité de molécules naturelles (Macheix et al., 

2005). 

La structure de base des composés phénoliques est un cycle aromatique portant 

un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) (Khoddami et al., 2013). 

Plus de 8000 structures phénoliques ont été identifiés, allant de molécules 

phénoliques simples dont les acides phénoliques à des composés hautement polymérisés 

comme les tanins (Martínez-Valverde et al., 2000). 

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies 

d’élaboration de cycles aromatiques ; la voie shikimate et la voie polyacétate (Santos- 

Sánchez et al., 2019). 

De plus, la diversité structurale des composés phénoliques, due à cette double 

origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée 

des deux voies dans l’élaboration de composés d’origine mixte : les flavonoïdes (Santos- 

Sánchez et al., 2019, Martin et al., 2002). 

Cette biosynthèse a permis la formation d’une grande diversité de molécules qui 

sont spécifiques d’une espèce de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire 

(Martínez-Valverde et al., 2000). 

II.1. Classification des composés phénoliques 

Les polyphénols constituent le groupe de molécules bioactives le plus nombreux 

et le plus largement distribué. Les principales classes de ces composés sont : les acides 

phénoliques et leurs dérivés, les flavonoïdes et les tanins (Naczk et al., 2004). 
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II.1.1. Acides phénoliques et leurs dérivés 

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques non flavonoïdes, 

caractérisés par un groupe carboxyle lié à un noyau benzénique. Ils dérivent 

principalement des acides benzoïque et cinnamiques (Durazzo et al., 2019, Białecka- 

Florjańczyk et al., 2018). 

Les acides hydroxybenzoïques se distinguent par leurs propriétés antioxydantes, 

ce qui leur confère un potentiel protecteur contre les maladies chroniques. Des 

recherches épidémiologiques ont montré qu'une consommation accrue de ces acides est 

associée à une réduction du risque de maladies cardiovasculaires et d'obésité (Durazzo 

et al., 2019). 

Les acides hydroxycinnamiques se distinguent par leurs fortes propriétés 

antioxydantes, susceptibles de réduire le risque de maladies cardiovasculaires. 

Les acides férulique, caféique, p-coumarique et sinapique figurent parmi les 

acides hydroxycinnamiques les plus répandus (Sova et al., 2020). Tandis que les dérivés 

de l'acide hydroxybenzoïque sont constitués d'acides gallique, d’acides vanillique, 

d’acide syringique et d’acide protocatéchique (Khoddami et al., 2013). 

 

Acides hydroxybenzoïque Acides hydroxycinnamiques 

Figure 2: Structures de base des acides hydroxybenzoïque et des acides 

hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2006). 

II.1.2. Flavonoïdes 

Identifiés à partir de plus de 4 000 sources végétales, les flavonoïdes sont des 

composés réputés pour leur large éventail d'activités pharmacologiques, incluant des 

effets antioxydants, antibactériens, hépatoprotecteurs, anti-inflammatoires et 

antihyperlipidémiques (Abbas et al., 2017, Durazzo et al., 2019). 
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Les sous-groupes de flavonoïdes diffèrent principalement par la configuration de 

leur structure chimique (figure 3), notamment le degré d'hydroxylation, les liaisons entre 

les anneaux et la présence ou non de groupes fonctionnels spécifiques (Abbas et al., 

2017). 
 

 

Figure 3: Structure des sous classes des flavonoïdes(Abbas et al., 2017). 

II.1.3. Tanins 

Les tanins sont des composés polyphénoliques d’un poids moléculaire de 500 à 

3500 Daltons (Lambraki et al., 1994). La caractéristique la plus déterminante des tanins 

est leur capacité à former des complexes (par précipitation) avec des polymères naturels 

comme les protéines, les polysaccharides et les minéraux (Galvez et al., 1997 ; Rubanza 

et al., 2005). 

Les tanins sont classés en deux groupes majeurs : les tanins hydrolysables et les 

tanins condensés (Silanikove et al., 2001 ; Landau et al., 2004). Les tanins hydrolysables 

sont des esters de glucose avec des acides galliques ou les acides éllagiques (Figure 4) 

((Buzzini et al., 2008 ; Derbel et al., 2005). Tandis que les tanins condensés, ce sont des 

polymères de flavan-3-ol et de flavan-3,4-diol, ou un mélange des deux (Figure 5) 

(Labieniec et al., 2003). 
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Figure 4: Structure des acides gallique (A) et ellagique (B) et d’un tanin 

hydrolysable (C) (Labieniec et al., 2003). 

 

Figure 5: Structure de flavan-3-ol (A), flavan-3,4-ol (B) et d’un tanin condensé (C) 

(Bennick., 2002). 
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II.2. Propriétés biologiques des polyphénols 

Les polyphénols forment une vaste classe de molécules aux structures variées, ce 

qui leur confère une large gamme d’activités biologiques. Bien qu’ils partagent une 

caractéristique phénolique commune, leurs différences structurelles influencent leurs 

propriétés physicochimiques (Abbas et al., 2017 ; Rajbhar et al., 2015). 

Les polyphénols jouent un rôle essentiel dans la plante, intervenant dans sa 

croissance, sa fertilité et sa reproduction. Ils participent également aux réactions de 

défense contre divers stress biotiques et abiotiques (pathogènes, rayonnements UV…) 

et contribuent à la qualité organoleptique des aliments végétaux, influençant leur 

couleur, astringence, arôme et amertume (Lattanzio et al., 2006 ; Kuhnert., 2013). 

Les polyphénols sont des composés végétaux omniprésents, connus pour leur 

large spectre d’activités biologiques (Han et al., 2007 ; Hennebelle et al., 2004), 

notamment des effets antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et 

cardioprotecteurs (Hadidi et al., 2024). Leur structure chimique variée influence 

directement leurs propriétés physicochimiques et leur efficacité biologique (Hennebelle 

et al., 2004). 

Leur rôle antioxydant est bien documenté, en particulier dans la prévention de la 

peroxydation lipidique, où ils s'insèrent spontanément dans les vésicules lipidiques. 

Initialement considérés comme de simples antioxydants, ils agissent également sur des 

mécanismes plus complexes, comme l’activation des systèmes de défense endogènes et 

l’interaction avec les processus de signalisation cellulaire (Fadel, 2012). 

Des études suggèrent leur implication dans la prévention de diverses pathologies, 

notamment les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabète, 

l’inflammation et l’obésité. Grâce à ces propriétés, les polyphénols présentent un fort 

potentiel pour des applications biotechnologiques dans les industries alimentaire, 

cosmétique et pharmaceutique (Nsemi, 2010). 



Synthèse bibliographique 

12 

 

 

 

 

II.3. Bienfaits des polyphénols pour la santé 

Les polyphénols, ont suscité une attention considérable en raison de leurs 

bienfaits potentiels pour la santé. En tant qu’antioxydants naturels, ils aident l’organisme 

à se défendre contre le stress oxydatif et l’inflammation. Des études montrent qu’ils 

peuvent améliorer le taux de lipides, réguler la pression artérielle et renforcer la 

sensibilité à l’insuline, contribuant ainsi à réduire les risques de maladies 

cardiovasculaires, d’accident vasculaire cérébrale (AVC) et de diabète (Hennebelle et 

al., 2004 ; Menat, 2006). 

Tableau II: Bienfaits des polyphénols pour la santé. 

 

Polyphénol bienfaits Références 

Acid caféique Antitumoral, antidiabétique, anti- 

inflammatoire, antiviral. 

Pavlíková (2022, 

Rajbhar et al. (2015). 

Resvératrol Antioxydant, anti-inflammatoire, 

activité antiprolifératif 

Rajbhar et al. (2015) 

Acide gallique Anti-inflammatoires, anticancéreux et 

antimicrobiens 

Hadidi et al., (2024) 

Quercetine Anti-inflammatoires, antiprolifératifs, 

anticancérigènes et antidiabétiques 

(Deepika et al. (2022) 

Acide chlorogénique Antioxydant, analgésique, antipyrétique Rajbhar et al. (2015) 

 

 

III. Méthodes d’extraction 

Parmi les étapes essentielles de l'analyse et de l'identification des molécules 

bioactives, l'extraction occupe une place primordiale. Cette étape consiste à désorber les 

molécules d'intérêt des sites actifs de la matrice végétale, déterminant ainsi la nature et 

la quantité des composés extraits, ce qui influence directement la réussite des étapes 

suivantes. 

Généralement, l'extraction des produits naturels s'effectue par un procédé solide- 

liquide, dans lequel un solide, représentant la matrice végétale, est mis en contact avec 

un liquide servant de solvant d'extraction. 
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III.1. Extraction assistée par ultrasons 

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses 

avantages les plus significatifs sont liés à l’augmentation du rendement d’extraction et 

une accélération de la cinétique par rapport à une extraction classique. Elle permet de 

travailler à des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des 

composés. Cette technique est facile à mettre en œuvre. Cependant, l’effet de 

l’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction est lié à la nature 

de la matrice végétale (Ebringerová et al., 2010 ; Yusoff et al., 2022). 

III.1.1. Définition des ultrasons 

Les ultrasons sont des ondes inaudibles avec des fréquences dans la gamme de 

16KHz à 500MHz. Ils peuvent être transmis par n'importe quel milieu élastique 

comprenant l'eau, l'eau saturée en gaz et la boue (Melon, 1996). 

En raison du large spectre de fréquences couvert par les ultrasons, on distingue 

généralement deux catégories principales ; ultrasons de puissance et ultrasons de 

diagnostic (Seidi et al., 2012). Le tableau suivant résume les différentes 

caractéristiques, les fréquences et les applications des ultrasons de puissance et des 

ultrasons de diagnostic. 

Tableau III: Caractéristiques, fréquences et applications des ultrasons de puissance et 

des ultrasons de diagnostic (Seidi et al., 2012). 

 

Type 

d’ultrasons 

Caractéristiques Gammes de 

fréquences 

But 

Ultrasons de 

puissance 

Forte intensité et 

faible fréquence 

16kHz à 1MHz Modifier le milieu irradié 

par les ultrasons grâce à la 

cavitation, permettant 

d’obtenir des effets physico- 

chimique sur le milieu. 

Ultrasons de 

diagnostic 

Faible intensité 

et  haute 

fréquence 

1 à10MHz Observer l’impact du milieu 

sur l’onde ultrasonore sans 

modifier le milieu traversé 

pour en déduire ses 

caractéristiques. 
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III.1.2. Principe de d’extraction par ultrasons 

L'extraction assistée par ultrasons repose sur la propagation des ondes 

ultrasonores dans un milieu liquide, où elles génèrent des cycles successifs de 

compression (haute pression) et de raréfaction (basse pression) (Dias et al., 2021). Ces 

cycles induisent des mouvements moléculaires et, lors des phases de raréfaction, la 

distance entre les molécules augmente. Lorsque cette distance dépasse un seuil propre 

au milieu, des bulles de cavitation se forment. Ces bulles croissent pendant les phases 

de raréfaction et diminuent lors des phases de compression. La répétition de ces cycles 

conduit à l'implosion des bulles, libérant une grande quantité d'énergie (Figure 6) (Kim 

et al., 2011). 

Cette énergie, associée aux puissantes forces de cisaillement générées par la 

cavitation, améliore le transfert de masse des composés extractibles (Ji et al., 2006). 

L'implosion des bulles produit des micro-jets qui provoquent l'écaillement, la 

fragmentation et la destruction des particules solides, exposant de nouvelles surfaces et 

augmentant l'efficacité de l'extraction (Shotipruk et al., 2001). De plus, cette énergie 

favorise la pénétration du solvant et peut détruire les membranes cellulaires, surtout à 

des intensités ultrasonores élevées, optimisant ainsi le processus d'extraction (Li et al., 

2004)  . 

 

Figure 6 : Représentation schématique du phénomène de cavitation (Higuchi et al., 2019). 

(1): Formation des bulles de cavitation ; (2) : Implosion . 
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III.2. Extraction par macération 

La macération est une technique simple d'extraction solide-liquide qui consiste à 

mettre en contact le matériel végétal avec un solvant, avec ou sans agitation, 

généralement à température ambiante. Bien que cette méthode soit souvent longue et 

donne un rendement parfois faible, elle reste privilégiée pour l'extraction de composés 

sensibles à la chaleur. Une macération sans agitation peut durer entre 4 et 10 jours, mais 

cette durée prolongée présente certains inconvénients, comme le risque de fermentation 

ou de contamination bactérienne, surtout lorsque l'eau est utilisée comme solvant. Ces 

phénomènes peuvent entraîner une dégradation des composés actifs. Pour minimiser ces 

risques, il est conseillé de réaliser la macération dans un récipient couvert, à l'abri de la 

lumière (Lefebvre et al., 2021 ; Cravotto et al., 2007). 

III.2.1. Principe de l’extraction par macération 

Le principe de la macération repose sur la mise en contact du matériel végétal 

avec un solvant d'extraction approprié, à température ambiante ou élevée, pour une 

durée déterminée. Ce procédé exploite la solubilité des composés bioactifs dans le 

solvant. Il débute par la diffusion du solvant à l'intérieur des cellules végétales, suivie 

de la solubilisation des composés bioactifs. Ces derniers migrent ensuite de la matrice 

végétale vers le solvant environnant jusqu'à atteindre un équilibre de partage de 

concentration. Cette technique est influencée par plusieurs facteurs, notamment la nature 

du matériel végétal, la nature et la concentration du solvant, ainsi que la durée 

d'extraction (Handa, 2008). 

IV. Plans d’expériences 

IV.1. Introduction 

Les expériences modernes de fabrication et de laboratoire sont devenues de plus 

en plus complexes, impliquant un grand nombre de variables difficiles à maîtriser 

intuitivement. Pour comprendre et modéliser ces phénomènes, la réalisation 

d’expériences est essentielle (Belaubre, 2014). Cependant, sans une méthodologie 

rigoureuse, ces essais peuvent entraîner des difficultés telles que des modèles difficiles 

à ajuster, des résultats incohérents ou des conclusions peu fiables. Dans ce contexte, la 

méthode des plans d’expérience se révèle être un outil incontournable pour optimiser les 
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démarches expérimentales et garantir des résultats fiables et pertinents (Tinsson, 2010). 

IV.2. Définition des plans d’expériences 

Un plan expérimental est une approche structurée utilisée pour organiser des tests 

afin d'obtenir des résultats fiables de manière efficace et rentable. Un cadre expérimental 

bien conçu simplifie l'analyse statistique et l'interprétation des données (Goupy, 2006). 

La méthodologie du plan expérimental est fondée sur l'idée qu'une expérience 

correctement organisée aboutira souvent à une analyse statistique et à une interprétation 

des résultats relativement simples (Linder, 2005). 

En règle générale, une conception expérimentale nécessite l'évaluation et la 

démonstration de l'interaction entre deux types de variables : le facteur et la réponse. 

 

Figure 7: Schéma de la démarche associée à un plan d’expériences (Goupy, 2006). 

 

IV.3. Intérêt des plans d’expériences 

Les plans d’expérience jouent un rôle essentiel dans l’optimisation des essais 

expérimentaux en permettant d’obtenir des résultats fiables tout en minimisant le 

nombre d’expérimentations nécessaires (Goupy, 1999), ce qui met en évidence 

l'importance de l’expérimentation pour acquérir des connaissances. Cependant, la 

réalisation d’expériences peut être coûteuse et chronophage. Il est donc crucial de 

maximiser l'efficacité des essais en extrayant les informations les plus pertinentes avec 

un minimum de ressources (Hoinard, 2009). 

Les plans d’expérience répondent précisément à cette problématique en 

permettant de déterminer les facteurs et les interactions les plus influents sur un système 

étudié, évitant ainsi des tests inutiles et favorisant une analyse rigoureuse des résultats. 

Cette approche facilite également la modélisation des relations de cause à effet entre les 

facteurs étudiés et la réponse mesurée, améliorant ainsi la compréhension et le contrôle 

des phénomènes expérimentaux (Linder, 2005). 
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IV.4. Types des plans d’expériences 

Actuellement, un grand nombre de plans variés est disponible. Chacun d'eux, 

grâce à ses caractéristiques, permet de traiter des problèmes spécifiques. Toutefois, il 

est possible de classer les plans d'expériences en deux grandes catégories (Hanna, 2010). 

Les plans destinés à analyser les effets des paramètres, facilitant l'évaluation et la 

comparaison de leur impact ; 

 Les plans élaborés pour optimiser les paramètres, en modifiant leurs valeurs dans 

le but d'atteindre un optimum. 

IV.5. Box-Behnken (BBD) 

Le modèle Box-Behnken (BBD) est un modèle expérimental multivarié utilisé 

pour optimiser les processus et estimer les besoins avec moins de combinaisons de 

traitement (De Leon et al., 2010). Le modèle Box-Behnken est particulièrement utile 

pour modéliser les surfaces de réponse du second ordre, offrant une économie de 

conception et une variance de prédiction précise (Box et Wilson, 1992). L'efficacité de 

la conception dans la génération de surfaces de réponse permet aux chercheurs de 

prédire les niveaux optimaux de variables indépendantes et leurs effets sur les variables 

dépendantes, ce qui en fait un outil précieux pour l'optimisation des processus dans 

divers domaines (Ham et Jeswiet, 2007). 

IV.6. Etapes de l’optimisation 

Le processus d’optimisation par plans d’expérience s’articule autour de quatre 

étapes fondamentales : 

 La phase de planification comprend : 

- L’identification de problème ; 

- La sélection des réponses et la sélection des paramètres. 

 La conception de plans : 

- Le choix du type du plan (plans de criblage et plans 

d’optimisation) (Narenderan et al., 2019). 



Synthèse bibliographique 

18 

 

 

 

 Application du plan : 

- La réalisation des expériences planifiées 

- L’obtention des résultats. 

 La phase d’analyse : 

- La validation et de l’interprétation des résultats (Pratama et 

Supijo, 2020). 



 

 

Matériel et méthode 
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I. Matériel végétal 

La récolte de la plante Haloxylon scouparium a été effectuée durant le mois de 

mars de l'année 2021, dans la région de Oued Souf (wilaya d'El Oued). Après la récolte, 

l’échantillon a été séché à 40°C jusqu’à l’obtention d’un poids constant, en utilisant une 

étuve ventilée. La poudre séchée a été broyée à l’aide d’un broyeur électrique, puis 

tamisée. La poudre dont la granulométrie est inférieure à 200μm a été conservée à 

température ambiante et à l’abri de la lumière et d’humidité dans un flacon en verre. 

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude a été identifié et authentifié par 

l'Ecole Nationale Supérieure Agronomique d’Alger (ENSA). 

II. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques 

II.1. Etude préliminaire 

Dans ce travail, une étude préliminaire a été réalisée pour déterminer les conditions 

optimales d’extraction des composés phénoliques de Haloxylon scouparium. 

L’extraction a été réalisée en testant l’effet de la nature et de la concentration du 

solvant, la température, la vitesse de la macération, la durée d’extraction, et le rapport 

solide/liquide, tout en appliquant deux techniques d’extraction, à savoirs ; extraction par 

macération et extraction assistée par ultrasons. 

II.1.1. Effet de la nature et de la concentration du solvant d’extraction 

Afin d’étudier l’effet de la nature du solvant d’extraction, l’éthanol 50%, l’acétone 

50% et l’eau distillée ont été sélectionnés pour l’extraction en utilisant un rapport 

solide/liquide de 1/20 (g/mL) pour les deux techniques d’extractions appliquées. 

L’extraction par ultrason a été réalisée en fixant la durée d’extraction à 10 min et 

la température à 40°C. Tandis que pour l’extraction par macération, l’extraction a été 

réalisée à température ambiante en fixant la durée d’extraction à 30 min et la vitesse de 

macération à 200 rpm. 

Le solvant qui a permis d’extraire les teneurs les plus élevées en polyphénols 

totaux a été sélectionné et utilisé à des concentrations de 30, 50 ,70 et 90 % (v/v) pour 

étudier l’effet de la concentration du solvant. 
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II.1.2. Effet de la température d’extraction par macération 

L’effet de la température sur la teneur en composés phénoliques a été étudié 

uniquement pour la technique d’extraction assistée par ultrasons. 

Afin de déterminer l’impact de la température, l’extraction a été réalisée pendant 

10 min à des températures de 20, 30, 40, 50 et 60°C, en fixant un rapport d’extraction 

solide/ liquide à 1/20 (g/mL) et en utilisant une concentration du solvant de 50%. 

II.1.3. Effet de la vitesse d’extraction par macération 

L’effet de la vitesse de la macération a été évalué en testant les vitesses suivantes 

200, 400, 600, 800 et 1000 rpm, et en utilisant une concentration du solvant de 50% et un 

rapport solide/liquide de 1/20 (g/mL). La vitesse qui a donné les valeurs les plus élevées 

en composés phénoliques a été sélectionnée pour étudier l’effet de la durée d’extraction 

et du rapport solide/liquide. 

II.1.4. Effet de la durée d’extraction 

L’impact de la durée d’extraction sur la teneur en composés phénoliques de 

Haloxylon scouparium a été déterminé en réalisant des extractions par macération 

pendant : 30min, 1h, 2h et 3h, et par ultrasons pendant 5min, 10min, 15min, 20min, 25min 

et 30min. 

II.1.5. Effet du rapport solide/liquide 

Pour les deux techniques d’extraction étudiée, l’évaluation de l’effet du ratio 

solide/liquide a été réalisée en fixant la masse de la poudre à 1mg et en variant le volume 

du solvant. L’extraction a été effectuée en testant des volumes de 10 ,20, 30, 40, 50 et 60 

mL et en appliquant les paramètres d’extraction qui ont permis d’extraire le maximum de 

composés phénoliques. 

III. Conception expérimentale 

L’optimisation de la méthode d’extraction a été réalisée en employant le plan de 

Box-Behnken de trois niveaux, pour évaluer l'effet combiné de quatre variables 

indépendantes :X1, X2, X3 et X4. 

Pour l’extraction par macération les variables indépendantes étudiées sont : X1 : 

Concentration d'éthanol (%) ; X2: Temps (min) ; X3: Rapport solvant/solide (mL/g); 
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X4: Vitesse (rpm). Concernant l’extraction assistée par ultrasons, la variable 

indépendante X4 est représentée par la température (°C). 

Ces variables indépendantes ont été étudiées de manière à optimiser les trois 

réponses suivantes : la teneur en composés phénoliques (TCP), la teneur en flavonoïdes 

et l’activité antioxydante évaluée par le test d’inhibition du radical DPPH. 

L’étude préliminaire effectuée, a permis de déterminer les niveaux bas et haut pour 

les variables influençant l’expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans les tableaux 

(IV) et (V). 

Tableau IV : Variables indépendantes et les niveaux des facteurs influençant sur 

l’extraction assistée par ultrasons. 

 

Les variables indépendantes Niveaux des facteurs 

-1 0 +1 
X1 : Ethanol (%) 30 50 70 
X2 : Temps (min) 10 20 30 
X3 : Ratio liquide/solide/ (mL/g) 30 45 60 
X4 :Température (°C) 20 40 60 

 

 

Tableau V: Variables indépendantes et les niveaux des facteurs influençant sur 

l’extraction par macération. 

 

Les variables indépendantes Niveaux des facteurs 

-1 0 +1 
X1 : Ethanol (%) 30 60 90 
X2 : Temps min 30 105 180 
X3 : Ratio liquide/solide/ (mL/g) 30 45 60 
X4 : Vitesse (rpm) 200 500 800 

 

Le modèle polynomial généralisé du second ordre utilisé pour exprimer les réponses étudiées 

en fonction des variables indépendantes a été donné par l'équation suivante : 

𝑌 = β0 + ∑𝑘 𝐵𝑖 𝑥𝑖 + ∑𝑘 𝐵𝑖𝑖 𝑥2𝑖 + ∑𝑘−1 ∑𝑘 𝐵𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝑒. 

𝑖=1 𝑖=1 𝑖=1 
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Y : la variable de réponse (TPC ,TFC,DPPH), xi et xj représentent les variables 

indépendantes, β0, βi, βii et βij sont respectivement les coefficients de régression des 

termes linéaires, d'interaction et quadratiques ; e : l'erreur. 

IV. Dosage phytochimique 

IV.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux 

 Principe 

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique 

(H3PW12 O40) et d’acide phosphomolybdique (H3 PMO12 O40), il est réduit lors de 

l’oxydation des phénols en un mélange bleu de tungstène et de molybdène. La coloration 

produite, est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits 

végétaux (Blouin et al., 1972). 

 Mode opératoire 

La teneur en composés phénoliques de Haloxylon scouparium a été évaluée selon 

la méthode décrite par (George et al., 2005). 

Un volume de 625 μL du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté à 125μL d’extrait. 

Après 2 min d’incubation à l’obscurité, 500 μL de la solution du carbonate de sodium 

(Na2CO3) (7.5%) sont ajoutés. Après 15 minutes d’incubation à 50°C au bain Marie, 

l’absorbance a été mesurée à 760 nm. La concentration en composés phénoliques des 

extraits, exprimée en milligrammes équivalent acide gallique (EAG) par gramme de 

matière sèche, est déterminée en se référant à la droite d’étalonnage (Annexe I). 

IV.2. Détermination de la teneur en flavonoïdes 

 Principe 

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui 

est susceptible de former avec le groupement (CO) un complexe jaunâtre en présence de 

chlorure d’Aluminium (Ribereau-Gayon, 1968). 
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 Mode opératoire 

La teneur flavonoïdes de H. scoparia est déterminée selon la méthode décrite par 

(Serra Bonvehí et al., 2001). Un volume de 1mL de la solution de chloride d’aluminium 

(2%) est additionné à 1mL d’extrait. Après 10 minutes d’incubation à l’abri de la lumière, 

l’absorbance a été mesurée à 430 nm. Les résultats sont exprimés en milligrammes 

équivalent quercitrine (EQ) par gramme de matière sèche, à partir de la droite 

d’étalonnage (Annexe II). 

V. Détermination des activités biologiques in vitro 

V.1. Détermination de l’activité antioxydante 

L’activité antioxydante des extraits de Hammada scopaaria a été déterminée en 

utilisant 4 tests différents à savoir : 

V.1.1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH 

 Principe 

Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogène au radical synthétique DPPH. 

(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en 

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

 Mode opératoire 

L'activité antiradicalaire du DPPH a été déterminée selon la méthode de (Dudonne 

et al., 2009). Une aliquote de 50 μL de l'extrait a été ajoutée à 1,5 mL de la solution 

méthanolique de DPPH (60 μM). Après 20 min d'incubation à 37°C, l'absorbance a été 

enregistrée à 515 nm. L'activité de piégeage des radicaux DPPH. a été exprimée en 

milligrammes équivalent acide ascorbique (EAA) par gramme de poids sec (Annexe III). 

V.1.2. Pouvoir réducteur ferrique 

 Principe 

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du 

complexe ferricyanure-Fe3+ en fer ferreux (Fe2+), en présence d’antioxydants réducteurs 

(Bijoy Moktan et al., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est 

proportionnelle au pouvoir réducteur de l’extrait (Gülçın et al., 2003). 
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 Mode opératoire 

Le pouvoir réducteur ferrique a été déterminé par la méthode de (Oyaizu, 1986). 

Un volume de 1 mL de chaque extrait a été mélangé avec 2,5 mL de tampon phosphate 

(0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL de ferricyanure de potassium (1%). Après incubation à 50°C 

pendant 20 min, 2,5 mL d’acide trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange. 

Après centrifugation à 3000g pendant 10 min, 2,5 mL du surnageant sont mélangés 

avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de chlorure ferrique (0,1%). L'absorbance a été 

mesurée à 700 nm. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent acide 

ascorbique (EAA) par gramme de matière sèche à partir d’une droite d’étalonnage 

(Annexe IV). 

V.1.3. Activité de piégeage des radicaux ABTS 

 Principe 

La méthode qui détermine l’activité « scavenger » du radical ABTS•+ est basée sur 

la capacité d’un antioxydant à piéger le radical cationique ABTS•+ (2,2’-azinobis (3- 

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration bleue verte en le transformant en 

ABTS-H+ incolore, par un don d’hydrogène (Antolovich et al., 2002). La décroissance de 

l’absorbance causée par l’antioxydant reflète la capacité de capture du radical libre. 

 Mode opératoire 

Le pouvoir du piégeage du radical ABTS•+ est déterminé par la méthode de (Re et 

al., 1999) avec une légère modification. La solution du radical ABTS•+ a été préparée en 

mélangeant 2,45 mM d'ABTS avec 7 mM de persulfate de potassium. Après 16 h 

d'incubation la solution a été diluée avec de l'éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7± 

0,02 à 734 nm. 

Un volume de 50 μL d'extrait a été ajouté à 1,5 mL de la solution d’ABTS+. 

L'absorbance a été lue à 734 nm après 6 min d'incubation dans l'obscurité. 

Afin de déterminer l'IC50, différentes concentration d’extrait de H. scoparia, allant 

de 0,2 à 1,2 mg/mL, ont été testées. 
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Le pourcentage de l'activité de piégeage du radical ABTS•+ est exprimé par la 

formule suivante : 

𝑨𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕é 𝒂𝒏𝒕𝒊𝒐𝒙𝒚𝒅𝒂𝒏𝒕𝒆 (%) = (𝑨 contrôle – 𝑨 échantillon)/ 𝑨contrôle*100 

A contrôle : Absorbance de la solution de l’ABTS ; A échantillon : Absorbance de 

l’échantillon mélangé avec la solution d’ABTS. 

 

V.1.4. Réduction de l'activité du molybdate 

 Principe 

Cette technique est basée sur la réduction de molybdène Mo(VI) présent sous la 

forme d’ions molybdate MoO42- en molybdène Mo(V)MoO2+, en présence de l’extrait 

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) dans un milieu acide (Prieto et al., 

1999). 

 Mode opératoire 

L'extrait a été évalué par la méthode au phosphomolybdène de (Prieto et al., 1999). 

Un volume de 0,3 mL d'extrait a été ajouté à 3 mL d'une solution préparée en mélangeant 

0,6 M d'acide sulfurique, 28 Mm de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate 

d'ammonium. L'absorbance a été mesurée à 695 mm après 90 minutes d'incubation dans 

un bain-marie à 95°C. L'activité réductrice du molybdate est exprimée en milligrammes 

équivalents acide ascorbique (EAA) par gramme de matière sèche (Annexe V). 

VI. Détermination de l’activité antibactérienne 

VI.1. Souches bactériennes utilisées 

L’activité antibactérienne des extraits de Hammada scoparia a été testée sur des 

bactéries isolées, identifiées et caractérisées par le Laboratoire d’Ecologie Microbienne 

(LEM) de l’université de Bejaia ; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia, 

Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633 et Staphylococcus aureus ATCC 

43300 résistante à la Méthicilline (SARM). 
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VI.2. Aromatogramme 

L'approche de l’aromatogramme a été utilisée pour évaluer l'activité 

antibactérienne de l’extrait optimal de H. scoparia. Cette technique est basée sur la 

diffusion sur milieu gélosé (Muller Hinton), en appliquant la méthode des puits (Zeidan 

et al., 2013). Dans des boîtes contenant du milieu Muller Hinton préalablement 

ensemencé avec une suspension bactérienne standardisée par spectrophotométrie à 600 

nm (absorbance ajustée entre 0,08 et 0,10, correspondant à 1 × 10⁸ UFC/mL), et répartie 

à l’aide d’écouvillons, des puits de 6 mm de diamètre ont été formés. Ces puits ont 

ensuite été remplis de 50 μL de chaque extrait (50 mg/mL). Après deux heures de 

diffusion à 4°C, les boîtes ont été incubées à 37°C pendant 18 à 24 h. Le DMSO a été 

utilisé comme témoin négatif, tandis que la Tétracycline et la Ciproflaxine ont servi de 

témoins positifs. Le diamètre des zones d'inhibition a été mesuré, et les résultats sont 

exprimés en millimètres (mm). 

 

VI.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

La concentration minimale inhibitrice correspond à la plus petite concentration de 

la substance antibactérienne pour laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée 

(Martini et al., 1998). La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée en 

utilisant la méthode des dilutions puis diffusion en milieu gélosé (Mueller Hinton). La 

concentration minimale inhibitrice (CMI) n’a été déterminée que pour les souches 

contre lesquelles l’extrait a montré une zone d’inhibition. L’extrait choisi (50 mg/ml) a 

subi une série de dilution allant de 1/2 à 1/64, donnant des concentrations de 25 mg/mL, 

12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL et 0,78 mg/mL. 

Après ensemencement des boites à l’aide d’écouvillons, des puits de 6 mm de 

diamètre sont remplis avec 50 μL de chaque dilution des extraits choisis. Les boites sont 

par la suite incubées à 37°C pendant 18 à 24 h après une diffusion de deux heures à 4°C. 

Les résultats représentés par les diamètres des zones d’inhibition sont exprimés en 

millimètres (mm). 
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VII. Test de stabilité à l’oxydation d’une huile végétale 

 Principe 

Dans cette étude l’évaluation de la stabilité d’une huile végétale face aux processus 

d’oxydation, a été réalisée par la méthode d’Oxitest. Cette dernière soumet les 

échantillons à un stress oxydatif qui accélère les processus qui, dans des conditions 

normales, durent des semaines ou des mois grâce à l'effet combiné de la pression et de la 

température élevée. 

En soumettant l'échantillon à une surpression établie d'oxygène pur (6 bar, degré 

5,0) et à une température constante élevée (90 °C), l'instrument mesure le changement de 

pression absolue à l'intérieur de deux chambres indépendantes, en surveillant 

l'absorption d'oxygène par les composants réactifs présents dans l’échantillon et donne 

comme résultat la période d'induction (IP). 

L'IP est le temps nécessaire pour atteindre le point de départ de l'oxydation, 

correspondant soit à un niveau de rancissement détectable, soit à un changement brutal 

de la vitesse d'oxydation. Plus la période d'induction est longue, plus la stabilité à 

l'oxydation dans le temps est élevée. 

 Mode opératoire 

Afin d’étudier l’efficacité des extraits de H. scoparia à augmenter la durée de la 

stabilité à l’oxydative d’une huile végétale, différentes concentrations ont été utilisés à 

savoirs : 

- 0.01% : 0.0015g de poudre dans 15 g de l’huile ; 

- 0.1% : 0.015g d’extrait dans 15 g de l’huile : 

- 1% : 0.15g de poudre dans 15 g de l’huile ; 

- 2% : 0.3g de poudre dans 15 g de l’huile. 

Les solutions des différentes concentrations formées (extrait plus huile) ont été 

analysées par OXITEST pour déterminer la stabilité oxydative. Chaque test d'oxydation 

accélérée a été opté en utilisant deux réacteurs différents, chaque réacteur est équipé de 

deux chambres d'oxydation, sous surpression d'oxygène pur (0,6 MPa, degré 5,0) et 

haute température constante (90°C). 
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La réponse OXITEST est la période d'induction (IP), exprimé en « temps de 

stabilité » avant l'oxydation des graisses et correspondant à une chute de pression d'O2 

due à la consommation d'oxygène par l'échantillon. La valeur IP est automatiquement 

calculée à partir de la courbe d'oxydation par méthode graphique (deux méthodes 

tangentes) en utilisant le programme L’ogiciel VELP Oxitest–Oxisoft inclus dans 

l'appareil (Caruso et al., 2017). 

VIII. Caractérisation des extraits optimaux 

VIII.1. Caractérisation par UHPLC MS/MS 

Pour évaluer les profils des composés bioactifs des extraits de la plante H. scoparia 

obtenus par extraction assistée aux ultrasons et par macération, la chromatographie 

liquide en tandem haute résolution-spectrométrie de masse (UHPLC- HRMS, Dionex 

Ultimate 3000, RS Autosampler) a été utilisée comme indiqué dans les travaux précédents 

de Kusznierewicz et al. (2021). 

La séparation chromatographique a été réalisée avec une colonne C18 (LUNA 

OMEGA 1,6 μm Polar C18, 100 A◦, 150 × 2,1 mm). Dans ce cas, la phase mobile 

composée de 0,1 % (v/v) d'acide formique dans l'eau (A) et de 0,1 % (v/v) d'acide 

formique dans l'acétonitrile (B) a été pompée à un débit de 0,3 mL/min avec élution en 

gradient : 0 min, 15 % B ; 15 min, 40 % B ; 16 min, 100 % B ; 24 min, 100 % B et enfin, 

les conditions initiales ont été maintenues pendant 7 min comme étape de rééquilibrage. 

Le volume d'injection était de 1 μL pour les extraits obtenus par la technique d’extraction 

assistée par ultrason et celle de macération. 

L'UHPLC a été couplé à un spectromètre de masse (Dionex Ultimate 3000 RS- 

DAD et Q-Exactive™ Focus quadripolaire-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Brême, 

Allemagne)) avec une source d'ionisation par électrospray chauffée (HESI II). 

Le logiciel Compound Discoverer (CD), version 2.1 (Thermo à Waltham, États- 

Unis) a été utilisé pour analyser les données UHPLC-HRMS traitées à des fins 

d'identification. Les constituants des extraits ont été déterminés en analysant leur masse 

précise et leurs modèles de fragmentation. L'identification de ces substances a été facilitée 

par une base de données spécialisée englobant diverses classes phytochimiques. 
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Cette base de données a été construite à l'aide d'informations recueillies dans la 

littérature sur H. scoparia et ensuite intégrée au logiciel CD. Un workflow spécifique 

intégré au logiciel CD a été utilisé pour le processus d'identification, impliquant le 

traitement des données brutes de répliques expérimentales de la plante et du solvant 

d'extraction (blanc). 

VIII.2. Analyse des groupes fonctionnels par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (FTIR) 

Les extraits ont été analysés à l'aide d'un spectromètre infrarouge à transformée 

de Fourier (FTIR) (Thermo Scientific NICOLT iS20 SMART iTx) avec une plage 

d'enregistrement variant entre 400 et 4000 cm⁻¹. La spectroscopie infrarouge (IR) est 

utilisée pour connaître la structure et la composition chimique des extraits de Hammada 

scoparia. En enregistrant les spectres d’absorption dans le domaine de 400 à 4000 cm⁻¹, 

il est possible d’identifier les liaisons entre les atomes et de déterminer les groupements 

fonctionnels qui composent les molécules (Scano, 2021). 

VIII. Analyse statistique 

La conception expérimentale a été réalisée à l'aide du logiciel JMP 13 (Statistical 

Analysis System Inc., SAS). Des triples de chaque expérience ont été réalisés. Afin de 

vérifier la signification du modèle et des coefficients de régression, une analyse de 

variance (ANOVA)à un facteur (one way) et à deux facteurs (two way) a été réalisée. La 

significativité des coefficients de régression a été déterminée par le test de Student. Les 

graphiques de l'activité antioxydante ont été créés à l'aide du programme Graph Pad prism 

8.0.2. 



 

 

 

 

Résultats et discussion 
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La présente étude a été consacrée à la détermination de l'effet de plusieurs 

paramètres d’extraction sur la teneur en polyphénols totaux et sur l'activité anti- 

radicalaire de Hammada scoparia, en utilisant la méthodologie de surface de réponse 

(MSR) et du plan de Box-Behnken (BBD). 

Les extraits obtenus avec les paramètres optimaux ont été utilisés pour évaluer 

l’activité antioxydante en utilisant plusieurs tests, l’activité antibactérienne contre 

plusieurs souches, et la capacité des extraits de la plante étudiée à augmenter la stabilité 

à l’oxydation d'une huile végétale. 

Enfin, une caractérisation des composés phénoliques des extraits optimisés a été 

réalisée par chromatographie liquide en tandem haute résolution-spectrométrie de masse 

(UHPLC MS/MS) et par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). 

I. Optimisation de l’extraction des composés phénoliques 

L’extraction des composés phénoliques de H. scoparia a été réalisée en utilisant 

deux techniques différentes : extraction assistée par ultrasons et extraction par 

macération. 

I.1 Extraction assistée par ultrasons 

Afin de déterminer les niveaux inférieurs et supérieurs des variables du plan 

expérimental utilisés pour sélectionner un intervalle approprié pour l’extraction des 

composés phénoliques pour chaque variable indépendante, cette étude a été précédée 

par une étude préliminaire. 

I.1.1. Etude préliminaire 

Cette étude a été réalisée dans le but de déterminer les variables qui donnent les 

meilleures teneurs en composés phénoliques totaux (CPT) et la plus importante activité 

"scavenger " vis-à-vis du DPPH. 

Dans cette partie de l’étude, les quatre paramètres utilisés pour optimiser 

l’extraction des composés phénoliques totaux (CPT) de H. scoparia sont : la nature et la 

concentration du solvant (%), le temps (min), le rapport solide /liquide (mg/mL) et la 

température (°C). 
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I.1.1.1. Effet de la nature du solvant 

Le choix du solvant joue un rôle clé dans l’extraction des composés phénoliques 

totaux. Selon les résultats présentés dans la figure N°8, l’extraction réalisée avec 

l’éthanol diluée à 50 % a permis d’obtenir la plus grande quantité en composés 

phénoliques, suivie par l’acétone diluée à 50 %, tandis que l’eau distillée a permis 

d’extraire la teneur la plus faible. Ces résultats montrent que les solvants organiques en 

solution aqueuse améliorent significativement l’extraction des polyphénols, comparé à 

l’utilisation d’eau seule. 

Boeing et al. (2014) ainsi que Atik et al. (2011) ont démontré que les mélanges 

solvant-eau sont généralement plus efficaces que les solvants purs pour extraire les 

polyphénols à partir des matrices végétales. Ces résultats sont en accord avec les 

résultats de la présente étude. 

I.1.1.2. Effet de la concentration du solvant 

L’étude de l’effet de la nature du solvant d’extraction a révélé que le meilleur 

solvant est l’éthanol dilué, ainsi, il a été choisi pour étudier l’effet de la concertation du 

solvant (Figure 8). 

L’étude statistiques a révélé que les teneurs en composés phénoliques obtenus 

ont présentés des variations significatives selon la concentration testée (p<0,05). Les 

teneurs les plus importantes ont été trouvées en utilisant l’éthanol dilué à 50% et à 70%, 

tandis que les plus faibles teneurs en été trouvées dans les extraits préparés avec 

l’éthanol dilué à 30% et à 90%. Ces observations indiquent que des concentrations 

d’éthanol trop basses ou trop élevées ne permettent pas une extraction optimale des 

composés phénoliques. 

Dans cette étude des concentrations en éthanol de 30 %, 50 %, 70 %, et 90 % ont 

été testés. L'association de l’eau avec des solvants organiques permet de créer un milieu 

modérément polaire, favorisant ainsi l’extraction des composés phénoliques (Zemouri- 

Alioui et al., 2018). 
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Figure 8: Effet de la nature et de la concentration du solvant sur la teneur en composés 

phénoliques de H. scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 
 

 

 

I.1.13. Effet de la température 

L’effet de la température d’extraction sur la teneur en composés phénoliques est 

évalué dans la gamme de 20 à 60°C (Figure 9). 

D’après les résultats obtenus, la meilleure teneur en composés phénoliques a été 

enregistrée à 20, 40 et 60°C. 

L'augmentation de la température améliore la solubilisation des polyphénols et 

leur diffusion vers le solvant, optimisant ainsi l'extraction (Altemimi et al., 2015 ; 

Khemakhem et al., 2017). En revanche des températures élevées peuvent induire la 

dégradation thermique des polyphénols (Dzah et al., 2020). 

I.1.1.4. Effet de la durée 

L’extraction des composés phénoliques totaux est significativement influencée 

par la durée d’extraction (Kuźma et al., 2014). Ce qui a été confirmé par les résultats de 

la présente étude (Figure 9). 

Les teneurs en composés phénoliques les plus élevées ont été extraites après 30 

min d’extraction, tandis que les plus faibles ont été obtenus après 5 min d’extraction. 
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L’analyse de ces résultats a révélé que la teneur en en composés phénoliques augmente 

avec le temps d’extraction, ce que suggère qu’une durée prolongée favorise la 

diffusion des polyphénols de la matrice solide vers le solvant, optimisant ainsi 

l’extraction. Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Benmeziane et al., 2014), 

qui ont montré que le rendement en composés phénoliques augmente avec la durée 

d'extraction, atteignant un pic entre 30 et 60 minutes, selon le matrice végétale source. 

 

 

Figure 9: Effet de la température et du temps sur la teneur en composés phénoliques de 

H. scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 
 

 

I.1.1.5. Effet du ratio solide/liquide 

L’analyse statistique de l’effet du ratio solide/liquide a montré qu’on augmentant 

le rapport solide/liquide de 1/10 à 1/60, les teneurs en composés phénoliques totaux 

(CPT) augmentent significativement (p<0,05), comme l’illustre la figure 10. Cette 

tendance est conforme aux principes du transfert de masse, où un gradient de 

concentration plus élevé entre la matrice solide et le solvant favorise l’extraction des 

composés bioactifs (Al-Farsi et al., 2008). L’augmentation du volume de solvant 

disponible améliore ainsi la diffusion des polyphénols, conduisant à une meilleure 

récupération des CPT. Tandis que l’augmentation de la masse de la poudre entraînent 

une saturation du solvant avant l’épuisement complet du substrat, limitant ainsi 

l’efficacité de l’extraction, comme le suggèrent les résultats de (Bey et al., 2013). 
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Figure 10 : Effet du ratio solide /liquide sur la teneur en composés phénoliques de H. 

scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 

 

I.1.2. Optimisation par la méthodologie de surface de réponse 

Cette étude a été consacrée à l'étude de l'effet des paramètres d'extraction assistée 

par ultrasons sur la teneur totale en composés phénoliques, la teneur totale en 

flavonoïdes et l'activité DPPH de H. scoparia, en utilisant la méthodologie de surface 

de réponse. Cette méthodologie présente plus d'avantages que l'optimisation 

traditionnelle à paramètre unique et s'est avérée être une excellente alternative favorisant 

l'optimisation de l'extraction des composés phénoliques avec un nombre réduit 

d'expériences, ce qui conduit à la réduction des coûts et du temps d'analyse (Böhmer- 

Maas et al., 2020). 

En se basant sur les observations de l’étude préliminaire, les gammes de chaque 

variable indépendante (X1 : Concentration d'éthanol (%) ; X2: Temps (min) ; X3: Rapport 

solvant/solide (g/mL) ; X4 température (°C)) influençant les réponses étudiées (teneur 

en polyphénols, teneur en flavonoïdes et le test d’inhibition du DPPH) ont été introduits 

dans le logiciel JMP10 en utilisant le plan Box-Behnken. 

Les valeurs observées et prédites des teneurs en polyphénols, en flavonoïdes et 

de l’activité de l’activité anti-radicalaire (DPPH) obtenues avec les différentes 

conditions expérimentales, à partir des 27 essais proposés par le plan Box-Behnken, sont 
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illustrés dans le tableau VI. 

 

Tableau VI: Valeurs observées et prédites de polyphénols, flavonoïdes et activités anti 

oxydantes des extraits obtenus par ultrasons du plan Box-Behnken. 

 

Niv eaux varia bles  Va leurs observ ées Va leurs prédit es 

     TCP TFC DPPH TCP TFC DPPH 

Run x1 x2 x3 x4 (mg (mg (mg (mg (mg (mg 
     EAG/g) EQ/g) EAA/g) EAG/g) QE/g) AAE/g) 

1 50 20 45 40 72.37±1.51 2.65±0.09 39.62±0.76 71.23 2.56 40.01 

2 30 10 45 40 67.58±0.45 2.44±0.07 33.14±0.36 68.79 2.47 32.95 

3 30 20 60 40 80.18±0.43 2.79±0.09 37.94±0.52 77.63 2.84 38.19 

4 50 20 45 40 70.71±0.23 2.50±0.03 39.96±0.47 71.23 2.56 40.00 

5 50 30 60 40 75.96±0.35 3.13±0.12 40.86±0.28 79.02 3.23 41.09 

6 50 10 60 40 68.93±0.16 3.48±0.07 38.69±1.12 69.84 3.22 38.18 

7 70 20 45 60 86.89±0.19 2.88±0.14 27.92±0.20 86.09 2.90 27.98 

8 70 20 45 20 69.65±1.34 2.84±0.13 28.39±0.36 70.56 2.81 28.76 

9 50 20 60 60 78.17±0.56 3.38±0.11 41.52±0.80 77.96 3.44 42.01 

10 50 10 45 60 77.76±0.25 3.27±0.00 36.01±0.46 78.34 3.49 37.05 

11 50 20 45 40 70.60±0.39 2.53±0.06 40.42±0.90 71.23 2.56 40.00 

12 50 30 30 40 63.02±0.12 2.60±0.09 28.58±0.66 63.08 2.72 28.36 

13 50 10 30 40 61.48±0.91 2.80±0.11 29.63±0.06 59.38 2.57 28.67 

14 70 20 30 40 67.29±0.66 2.56±0.05 22.14±0.14 67.52 2.63 21.22 

15 50 30 45 20 78.42±0.32 3.77±0.08 39.99±0.27 75.52 3.68 38.28 

16 70 20 60 40 83.15±0.95 2.74±0.13 30.23±0.70 80.21 2.63 29.32 

17 50 20 60 20 76.56±0.21 2.91±0.03 41.56±0.08 78.28 3.07 42.01 

18 70 30 45 40 78.18±0.32 2.95±0.08 26.83±0.27 78.32 2.93 28.40 

19 30 20 45 20 71.96±1.42 2.79±0.16 34.54±0.57 73.73 2.64 33.75 

20 30 20 45 60 76.67±0.19 2.40±0.18 35.78±0.96 76.73 2.31 34.68 

21 30 30 45 40 75.40±0.54 2.49±0.05 29.19±1.11 74.29 2.41 30.75 

22 70 10 45 40 68.48±0.92 2.64±0.04 23.78±0.22 70.94 2.71 23.61 

23 50 10 45 20 62.85±1.23 2.58±0.13 35.24±0.33 59.79 2.75 36.01 

24 30 20 30 40 63.30±0.15 1.44±0.01 23.79±0.31 63.92 1.67 24.04 

25 50 20 30 60 74.72±1.02 2.53±0.01 30.02±0.02 74.35 2.37 30.96 

26 50 20 30 20 53.94±0.69 3.03±0.05 29.90±0.08 55.50 2.98 30.81 

27 50 30 45 60 74.76±0.23 2.74±0.10 38.81±1.08 75.50 2.70 37.38 

 
x1 :Concentration en éthanol (%); x2 : Temps (min); x3 : ratio liquide/solide (mL/g); x4:Temperature 

(°C); CPT: Composés phénoliques total ( mg EAG/ g MS); TF : Teneur en flavonoïdes (mg EQ/g MS); 

DPPH: Activité inhibitrice du DPPH ( mg EAA/g MS). 
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I.1.2.1. Estimation du paramètre du model 

Les modèles mathématiques du plan Box-Behnken appropriés à la teneur en 

composés phénoliques totaux (CPT), la teneur en flavonoïdes (TF) et l'activité DPPH, 

relatives aux 27 essais sont respectivement représentés par les équations suivantes : 

𝐓𝐂𝐏 (𝐦𝐠𝐄𝐀𝐆⁄𝐠𝐌𝐬) = 𝟕𝟏. 𝟐𝟑 + 𝟏. 𝟓𝟒 𝐱𝟏 + 𝟑. 𝟐𝟐 𝐱𝟐 + 𝟔. 𝟔𝟎 𝐱𝟑 + 𝟒. 𝟔𝟑 𝐱𝟒 + 

𝟑. 𝟏𝟑 𝐱𝟏𝐱𝟒 − 𝟒. 𝟔𝟒 𝐱𝟐𝐱𝟒 − 𝟒. 𝟖𝟎 𝐱𝟑𝐱𝟒 + 𝟑. 𝟏𝟕 𝐱𝟐 + 𝟐. 𝟑𝟕 𝐱𝟐 

𝟏 𝟒 

TF (mg ⁄g ) =2.55+0.18 x1+ 0.29 x3- 0.29 x1x3- 0.43 x2x4 + 0.24 x3x4 – 0.20 x2 + 
EQ Ms 1 

0.28 x2 + 0.31 x2 

2 4 

 

𝐃𝐏𝐏𝐇 𝐩𝐢é𝐠𝐞𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐫𝐚𝐝𝐢𝐜𝐚𝐮𝐱 𝐥𝐢𝐛𝐫𝐞𝐬 (𝐦𝐠𝐄𝐀𝐀⁄𝐠𝐌𝐬) = 𝟑𝟗. 𝟔𝟔 − 𝟐. 𝟗𝟐 𝐱𝟏 + 

𝟓. 𝟓𝟔 𝐱𝟑 + 𝟏. 𝟕𝟒 𝐱𝟏𝐱𝟐 − 𝟏. 𝟓𝟏 𝐱𝟏𝐱𝟑 − 𝟖. 𝟒𝟕 𝐱𝟐 – 𝟐. 𝟓𝟗 𝐱𝟐 − 𝟑. 𝟑𝟐 𝐱𝟐 

𝟏 𝟐 𝟑 

L'analyse des résultats de l’optimisation de l’extraction par la méthodologie de 

surface de réponse a révélé que les teneurs en composés phénoliques et en flavonoïdes, 

ainsi que l'activité DPPH, présentaient des différences selon les conditions d'extraction 

testées. Les teneurs en composés phénoliques obtenues varient de 53,94 à 86,89 mg 

EAG/g MS. Celles des flavonoïdes sont comprises entre 1,44 et 3,77 mg EQ/g MS. 

Concernant l'activité DPPH, les valeurs obtenues sont comprises entre 22,14 et 41,56 

mg EAA/g MS (Tableau VI). 

I.1.2.2. Effet des facteurs 

L'analyse des résultats ont montré que les paramètres testés ont présenté 

différents effets sur les teneurs en composés phénoliques, en flavonoïdes et l’activité 

anti-radicalaire (DPPH) (Tableau VII). 

 Effet linéaire 

Cette étude a révélé que tous les paramètres linéaires testés, la concentration du 

solvant, temps d’extraction, le ratio solide liquide et la température d’extraction, ont une 

influence significative sur la teneur en polyphénols, avec des probabilités de 0,0463 ; 

0,0006 ; <0.0001 et <0,0001, respectivement. 
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Les seuls paramètres linéaires qui ont un effet significatif sur la teneur en 

flavonoïdes et l'activité antioxydante, sont la concentration du solvant, avec p= 0,0041 

et p<0,0001, respectivement, et le ratio solide/liquide avec p=0,0002 et p <0, 0001, 

respectivement. 

 Effet d'interaction 

Les effets d'interaction suivants : (x1*x4), (x2*x4) et x3*x4) ont influencé 

significativement la teneur en polyphénols avec des probabilités de 0,0233 ; 0,0023 et 

0,0018, respectivement. 

Cependant que seule trois effets ont un effet significatif sur l'extraction des 

flavonoïdes, (x1*x3), (x2*x4) (x3*x4) avec des probabilités de 0,0084 ; 0,0006 et 0,0218, 

respectivement. 

Les deux interactions qui ont exercé un effet significatif sur l'activité antioxydante 

sont (x1*x2), (x1*x3) avec des valeurs de probabilités de 0,017 et 0,0336, respectivement. 

 Effet quadratiques 

Les deux effets quadratiques qui ont un effet significatif sur la teneur en composés 

phénoliques sont (x1*x1) et (x4*x4) avec des probabilités de 0,0103 et 0,042, 

respectivement. 

Concernant l'extraction des flavonoïdes, trois effets quadratiques à savoir (x1*x1) 

(x2*x2) (x4*x4) ont un effet significatif avec des valeurs de 0,0227; 0,0042 et 0,0021, 

respectivement. 

Les effets quadratiques (x1*x1) et (x3*x3) avec un p<0,0001 et (x2*x2) avec un p 

=0,0005, ont un effet significatif sur l'activité antioxydante, tandis que l'effet (x4*x4) 

n'est pas significatif. 
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Tableau VII : Résultats de régression et analyse de variance pour les résultats 

expérimentaux de l'extraction par ultrasons. 

 

TCP TFC DPPH 

Source Estimation Prob. > F  Estimation Prob. > F  Estimation Prob. >F 

 

 

 X1 1.5465333 0,0463* 0.1888042 0.0041* -2.92344 <.0001* 

 
X2 3.2213025 0,0006* 0.03926 0.4766 0.6489417 0.1005 

 X3 6.5992142 <,0001* 0.2901958 0.0002* 5.5612433 <.0001* 

 X4 4.63285 <,0001* -0.06049 0.2797 0.0347583 0.9256 

Paramètres estimés X1 X2 0.4713 0,7027 0.068675 0.4724 1.749175 0.0170* 

 X1 X3 -0.255625 0,8357 -0.291173 0.0084* -1.515295 0.0336* 

 X2 X3 1.3722325 0,2773 -0.036875 0.6973 0.806225 0.2260 

 X1 X4 3.133225 0,0233* 0.1047 0.2801 -0.42895 0.5100 

 X2X4 -4.642625 0,0023* -0.43016 0.0006* -0.483375 0.4589 

 X3 X4 -4.7934 0,0018* 0.24375 0.0218* -0.0403 0.9502 

 X 
2 

3.1740029 
1 0,0103* -0.209327 0.0227* -8.475332 <.0001* 

 X 
2 

-1.314776 
2 0,2319 0.2823446 0.0042* -2.590384 0.0005* 

 X 
2 

-2.081026 
3 0,0695 0.0921233 0.2728 -3.326382 <.0001* 

 X 
2 

2.3762029 
4 0,0420* 0.3125696 0.0021* -0.225759 0.6871 

 

Résultats de la 

régression 

 

 

 

𝐴𝑑𝑗 

 
RMSE 2.41136 0.185109 1.263332 

C.V(%) 3.34 6.66 3.77 

ANNOVA <.0001* 0.0002* <.0001* 

Lack of fit 0.1343 0.1431 0.0813 

R2 0.950063 0.914878 0.979965 

𝑅2 0.891803 0.815569 0.956592 
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I.1.2.3. Validation du model 

Les valeurs élevées de R-carré pour le modèle testé (0,95 et 0,81 ; 0,91 et 0,81 ; 

0,97 et 0,95 pour R2 et R2 Adj. pour TCP, TF et DPPH, respectivement) indiquent une 

corrélation remarquable entre les valeurs trouvées dans la présente étude et celles 

prédites. 

Dans un bon modèle statistique, R2 Adj. devrait être comparable à R2, ce qui est 

le cas des résultats de ce travail. Lorsque le coefficient de détermination R2 est égal ou 

supérieur à 80 %, le modèle est jugé bon (Fadil et al., 2021). L'adéquation du modèle 

est déterminée essentiellement par le R-carré ajusté (R2 Adj.) (Zakaria et al., 2021). 

Les résultats de l’analyse de la variance pour l’effet des facteurs sur les teneurs 

en composés phénoliques et en flavonoïdes et l’activité antioxydante sont illustré dans 

le tableau VII. Les coefficients de variation (C.V%) obtenus de l'activité CPT, TF et 

DPPH étaient respectivement de 3,34 ; 6,66 et 3,77%. Si un coefficient de variation 

(C.V%) dépasse 10%, la valeur moyenne présente des variations significatives et le 

modèle de réponse développé n'est pas suffisamment adéquat (Dahmoune et al., 2015). 

Par conséquent, la reproductibilité des modèles de la présente étude a été satisfaite par 

les résultats obtenus. 

La forme du modèle a été examinée à l'aide d'un test d'inadéquation, qui a 

indiqué la capacité du modèle à prédire correctement sa variabilité. L'inadéquation du 

modèle de prédiction de la surface de réponse n'est pas significative avec une valeur p 

inférieure à 0,05, et le modèle est considéré comme adapté avec une valeur p supérieure 

à 0,05 (Kong et al., 2010). 

Dans la présente étude, les valeurs de manque d'ajustement de la teneur en 

composés phénoliques, de la teneur en flavonoïdes et de l'activité de récupération du 

DPPH de H. scoparia sont respectivement de 0,1343 ; 0,1431 et 0,0813. La validité des 

modèles est réalisée en analysant le manque d'ajustement, de sorte que le modèle 

s'adapte précisément aux données réelles si une valeur p insignifiante est supérieure à 

0,05 (Zakaria et al., 2021). Tous les modèles polynomiaux quadratiques obtenus dans 

ce travail étaient précis et fiables pour prédire les réponses correspondantes. 
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I.1.2.3. Conditions optimales 

Les extractions assistées par les ultrasons ont été réalisées dans les conditions 

optimales prédites par les modèles mathématiques de surface de réponse (MSR) pour 

chaque paramètre étudié, à savoir la teneur en composés phénoliques totaux (CPT), la 

teneur en flavonoïdes(TF) et l’activité antioxydante DPPH. Les résultats 

expérimentaux obtenus ainsi que les valeurs prédites par le modèle sont présentés dans 

la figure 11 et le tableau VIII. 

La valeur optimale en composés phénoliques, en flavonoïdes et l’activité 

antiradicalaire (DPPH) est obtenue par les conditions suivantes : une concentration du 

solvant de 46,96%, une durée d’extraction de 30 min, un rapport S/L de 1g/60mL et une 

température d’extraction de 20°C. 

 

Figure 11: Profileur de prédiction de l'extrait de H. scoparia obtenu par l’extraction 

assistée par ultrasons. 
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Tableau VIII : Conditions optimales de l’extraction assistée par ultrasons. 

 

Facteurs Conditions Optimal 

Concentration d’éthanol (%) 46,96 

Temps (min) 30 

Ratio solide /liquide (g/mL) 60 

Temperature (°C) 20 

Résultats  

TCP (mg EAG/g MS) 81,39±0,81 

TF (mg EQ/g MS) 3,48±0,15 

DPPH (mg EAA/g MS) 42,44±0,39 

 

 

I.1.2.4. Analyse des surfaces de réponse 

Afin d'étudier les effets interactifs des variables indépendantes testées et leur 

interaction mutuelle sur la teneur en composés phénoliques, la teneur en flavonoïdes et 

l'activité DPPH, des profils de surface de réponse tridimensionnels de plusieurs modèles 

de régression non linéaire ont été représentés. 

L'effet des effets d'interaction de la concentration en éthanol, du temps, du rapport 

liquide/solide et de la température d'extraction sur la teneur en composés phénoliques 

totale de H. scparia, a été illustré dans la figure 12. 

L'interaction entre la concentration en éthanol et la température a exercé un effet 

exponentiel sur la teneur en composés phénoliques totale (Figure 12(a)). 

L'augmentation du temps d'extraction améliore le rendement en composés 

phénoliques à basse température, la valeur optimale (80 mg EAG/g) a été trouvée à 20°C 

après 30 min d'extraction (Figure 12(b)). Les substances phénoliques sont plus 

facilement extraites avec une période d'extraction plus longue (Santos-Buelga et al., 

2012). Cela pourrait s'expliquer par le fait que l'augmentation du temps d'extraction par 

ultrasons conduit à une plus grande pénétration du solvant, ce qui facilite la libération et 

la solubilité de différentes substances des matières premières, ce qui favorise l'extraction 

de quantités plus élevées de composés phénoliques (Hachani et al., 2020). 
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Le rendement en composés phénoliques augmente avec l'augmentation de la 

température après un court temps d'extraction, une valeur d'approximation de 82 mg 

EAG/g a été trouvée à 60°C après 10 min. La température élevée conduit à une 

augmentation du taux d'extraction en favorisant le taux de transfert de masse en 

promettant la solubilité du soluté (Prasad et al., 2012). Les résultats obtenus montrent 

que l'exposition à une température élevée pendant plus de 10 min a conduit à une 

réduction de la teneur totale en phénols, ce qui pourrait s'expliquer par le fait que ces 

composés sont dégradables à haute température. 

La figure 12(c) révèle que l'interaction entre la température et le rapport 

liquide/solide exerce un effet inversement proportionnel sur la teneur totale en composés 

phénoliques avec des valeurs approximatives de 80 mg EAG/g et 75 mg EAG/g, en 

utilisant un rapport de 60mL/mg à 20°C et 30mL/mg à 60°C, respectivement. La teneur 

totale en composés phénoliques augmente avec le rapport solvant/solide à basse 

température. La teneur en composés bioactifs augmente avec le volume de solvant 

d'extraction, car les composés phénoliques sont plus facilement solubles dans des 

volumes plus élevés que dans des volumes plus faibles de solvant d'extraction (Silva et 

al., 2007). Le rapport liquide/solide élevé permet des phénomènes de transfert de masse 

élevés ((Al-Farsi et al., 2008 ; Chaalal et al., 2012), ce qui confirme les résultats obtenus. 

 

 

Figure 12 : Graphiques de surface de réponse illustrant l'influence des facteurs de 

l’extraction assistée par ultrasons sur la teneur en composés phénoliques de H. scoparia. 

(a)Température/Concentration du solvant ; (b)Température/Temps ; (c):Température/ Rapport 

liquide/solide. 
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Les effets des interactions entre la concentration d'éthanol et le rapport 

liquide/solide, entre le temps et la température et entre le rapport solide/solvant et la 

température sur teneur en flavonoïdes totaux de H. scoparia ont été représentés dans la 

figure 13. 

La teneur maximale en flavonoïdes (Figure 13(a)) a été observée avec une 

concentration d'éthanol de 50 % et un rapport liquide/solide allant jusqu'à 1/60 mg/mL, 

avec une teneur approximative de 3 mg EQ/g. 

Les résultats de la figure 13(b) montrent que la teneur en flavonoïdes augmente 

avec l'augmentation de la température pour un temps d'extraction court, par exemple 

après 10 min d’extraction à 60°C, une valeur de 4 mg EQ/g a été observée, cependant à 

basse température, l'augmentation du temps d'extraction améliore la teneur en 

flavonoïdes, par exemple, après 20 min d'extraction à 20°C, le rendement obtenu est de 

4,5 mg EQ/g. 

Les résultats de l'interaction entre le rapport liquide/solide et la concentration du 

solvant ont montré que la teneur en flavonoïdes augmente avec le rapport solide/solvant 

à des concentrations d'éthanol inférieures à 40 %, et avec la concentration d'éthanol à 

des faibles rapports solvant/solide (inférieurs à 30mL/mg) (Figure 13(c)). 
 

Figure 13 : Graphiques de surface de réponse illustrant l'influence des facteurs de 

l’extraction assistée par ultrasons sur la teneur en flavonoïdes de H. scoparia. 

(a)Température/Temps ; (b)Température/Concentration du solvant ; (c): Rapport liquide/ 

solide/ Concentration du solvant . 
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La figure 14 montre les effets d'interaction de la concentration d'éthanol et du 

rapport solvant/solide, de la concentration de solvant et du rapport liquide/solide sur 

l'activité DPPH de H. scoparia. L'inhibition du DDPH augmente avec le rapport 

liquide/solide à des concentrations d'éthanol inférieures à 50 %. Ces résultats montrent 

que l'activité DPPH dépend significativement du rapport liquide/solide et de la 

concentration d'éthanol car leurs effets d'interaction linéaire et quadratique étaient 

hautement significatifs (P<0,0001*), comme le montre le tableau VII. 

 

Figure 14 : Graphiques de surface de réponse illustrant l'influence des facteurs de 

l’extraction assistée par ultrasons sur l'activité antioxydante de H. scoparia. 

(a)Concentration du solvant/rapport solvant/solide ; (b) : Concentration du solvant/rapport 

solide/liquide. 

I.2. Extraction par macération 

Cette partie de l’étude vise à optimiser plusieurs paramètres d’extraction des 

composés phénoliques totaux de H. scoparia, en utilisant la méthodologie de surface de 

réponse. 

La technique d’extraction utilisée est la macération et les paramètres testés 

sont : la concentration en éthanol, le temps, le ratio liquide/solide et la vitesse 

d’extraction. 
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I.2.1. Etude préliminaire 

Dans le but de déterminer les variables qui donnent les meilleures teneurs en 

composés phénoliques totaux (CPT) et la plus importante activité "scavenger " vis-à- vis 

du DPPH, une étude préliminaire a été réalisée. 

I.2.1.1. Effet de la nature du solvant 

La figure 15(a) représente la teneur en composés phénoliques totaux (TCP) en 

fonction du solvant d’extraction utilisé. 

Les résultats montrent que l’éthanol 50 % a donné les meilleurs rendements en 

composés phénoliques, suivi de l’acétone 50 %, tandis que l’eau distillée s’est révélée 

être le solvant le moins efficace. Ces résultats suggèrent que l’éthanol aqueux favorise 

une meilleure solubilisation des polyphénols, probablement en raison de son équilibre 

entre polarité et affinité pour ces composés. L’efficacité légèrement inférieure de 

l’acétone pourrait être due à une différence dans la nature des polyphénols extraits ou à 

une moindre compatibilité avec la matrice végétale. Ces observations sont en accord 

avec les travaux de (Spigno et al., 2009), qui ont démontré que l’éthanol est le solvant 

adéquat pour l’extraction des composés phénoliques. 

I.2.1.2. Effet de la concentration du solvant 

La solubilité des polyphénols dépend de la polarité du solvant utilisé (Naczk et 

al., 2004). Après avoir déterminé le meilleur type du solvant pour l’extraction, 

différentes concentrations de l’éthanol (30 %, 50 %, 70 % et 90 %, v/v) ont été testées 

afin de choisir la concentration la plus adaptée au solvant d’extraction. Les résultats 

obtenus sont représentés dans la figure 15(b). 

La concentration en composés phénoliques totaux augmente avec l’augmentation 

de la concentration en éthanol de 30 jusqu’à 70% ; où elle atteint son maximum, puis 

diminue progressivement lorsque la concentration d’éthanol augmente de 70 à 90%. 
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Figure 15 : Effet de la nature et de la concentration du solvant d’extraction par 

macération sur la teneur en composés phénoliques de H. scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 

 

 

I.2.1.3. Effet du temps d’extraction 

La figure 16 représente l'évolution de la teneur en composés phénoliques totaux 

(TCP) en fonction du temps de macération (30, 60, 120 et 180 minutes). 

La concentration en polyphénols augmente avec le temps d’extraction pour 

atteindre le pic maximum à 120 minutes, puis a présenté une diminution après 180 min. 

Selon les travaux de Santos-Buelga et al. (2012), un temps de contact prolongé 

n’améliore pas toujours l’efficacité de l’extraction, en effet, il peut également favoriser 

l’oxydation des composés phénoliques. 

I.2.1.4. Effet du Ratio solide/liquide 

Les résultats de la figure 16 montrent que la variation du ratio solide/liquide a un 

effet sur le taux d’extraction des polyphénols totaux, ce qui a été confirmé par l’étude 

de Hossain et al. (2012). 
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Figure 16 : Effet du temps et du ratio solide/liquide d’extraction par macération sur la 

teneur en composés phénoliques de H. scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 

Les teneurs en composés phénoliques augmentent avec le volume du solvant 

d’extraction. Dans cette étude, la meilleure teneur en composés phénoliques a été 

attribuée à un ratio de 1g/60mL, alors que la plus faible teneur est celle du ratio 

solide/liquide 1g/20mL. 

I.2.1.5. Effet de la vitesse 

Le figure 17 montre que la vitesse d'agitation influence significativement 

l'extraction des polyphénols. 

La concentration en composés phénoliques augmente avec la vitesse d’extraction 

jusqu'à une vitesse de 600 rpm, atteignant un maximum, puis diminue à la vitesse 800 

rpm, probablement en raison de la dégradation des composés ou d'une turbulence 

excessive. A une vitesse de 1000 rpm, une augmentation significative a été observée. 
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Figure 17: Effet de la vitesse d’extraction par macération sur la teneur en composés 

phénoliques de H. scoparia. 

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (P< 0,05). 

 

I.2.2. Optimisation par la méthodologie de surface de réponse 

L’optimisation de l’extraction par macération des polyphénols totaux de H. 

scoparia, par la méthodologie de surface de réponse, a été réalisée en étudiant les quatre 

facteurs suivants : la concentration en éthanol (X1), le temps d’extraction (X2), le ratio 

liquide/solide (X3) et la vitesse (X4). 

Les résultats des expériences de ce plan sont représentés dans le tableau 

suivant : 
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Tableau IX : Valeurs observées et prédites de polyphénols, flavonoïdes et activités anti 

oxydantes des extraits obtenus par macération du plan Box-Behnken. 

 

Niveaux variables Valeurs observées Valeurs prédites 
 

Run 

x1 

 

 

 

x2 

 

 

 

x3 

 

 

 

x4 

TCP 

(mg EAG/g) 

TFC 

(mg EQ/g) 

DPPH 

(mg EAA/g) 

TCP 

(mg EAG/g) 

TFC 

(mg EQ/g) 

DPPH 

(mg EAA/g) 

1 60 30 45 200 79.18±0.53 2.53±0.07 34.98±0.45 79.07 2.47 34.33 

2 60 180 45 800 81.03±0.30 2.24±0.03 31.89±0.34 79.17 2.32 33.63 

3 30 105 45 200 66.92±1.34 2.26±0.09 31.99±0.49 66.80 2.30 33.03 

4 90 30 45 500 74.56±0.70 2.33±0.03 36.63±0.37 76.41 2.38 37.24 

5 60 30 45 800 89.09±1.16 2.72±0.12 37.68±0.39 86.85 2.77 40.28 

6 60 180 30 500 64.33±1.64 2.28±0.08 28.07±1.02 66.10 2.30 27.89 

7 60 105 60 800 79.23±0.62 2.60±0.11 43.30±0.29 81.62 2.66 41.53 

8 60 105 30 800 76.84±0.72 2.07±0.13 27.61±0.26 76.06 2.04 28.46 

9 60 105 45 500 73.09±0.16 2.84±0.03 40.28±0.19 73.78 2.77 40.65 

10 60 180 60 500 77.99±0.21 2.37±0.15 41.08±0.52 77.68 2.43 42.37 

11 90 105 45 800 71.37±0.49 2.53±0.06 33.09±0.65 71.84 2.48 31.13 

12 30 105 60 500 71.72±0.92 2.42±0.10 41.13±0.26 67.71 2.38 42.09 

13 90 180 45 500 67.52±0.51 2.78±0.07 35.62±0.15 67.86 2.71 35.06 

14 90 105 60 500 73.75±0.16 2.50±0.09 38.98±0.44 73.71 2.43 40.24 

15 60 105 45 500 72.85±0.44 2.75±0.05 40.44±0.22 73.78 2.77 40.65 

16 30 180 45 500 70.72±0.30 2.10±0.13 39.21±0.63 71.48 2.04 38.44 

17 60 30 30 500 71.79±0.60 2.36±0.04 30.58±0.19 72.45 2.30 28.36 

18 60 105 30 200 70.85±0.82 2.44±0.00 27.87±0.25 71.08 2.37 29.47 

19 30 105 30 500 66.49±1.43 1.89±0.01 27.61±0.37 63.56 1.97 27.44 

20 60 105 60 200 77.77±0.69 2.29±0.06 44.18±0.42 81.17 2.32 43.17 

21 90 105 30 500 61.17±0.24 2.21±0.01 28.01±1.09 62.21 2.27 28.13 

22 90 105 45 200 84.69±0.52 2.34±0.00 42.32±0.14 81.01 2.42 42.86 

23 30 30 45 500 65.86±1.33 2.64±0.04 34.60±0.23 68.13 2.70 35.01 

24 60 30 60 500 77.96±0.34 2.77±0.12 41.40±0.21 76.53 2.74 40.65 

25 60 105 45 500 74.40±1.10 2.72±0.01 41.22±0.22 73.78 2.77 40.65 

26 60 180 45 200 81.26±0.57 2.63±0.05 43.75±0.39 81.54 2.61 42.23 

27 30 105 45 800 78.37±0.26 2.34±0.06 43.56±1.05 81.40 2.25 42.10 

 

 

x1 :Concentration en éthanol (%); x2 : Temps (min); x3 : ratio liquide/solide (mL/g); x4:Temperature 

(°C); CPT: Composés phénoliques total ( mg EAG/ g MS); TF : Teneur en flavonoïdes (mg EQ/g MS); 

DPPH: Activité inhibitrice du DPPH ( mg EAA/g MS). 
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I.2.2.1. Estimation du paramètre du model 

Cette partie est consacrée à l'étude de l'effet des paramètres d'extraction par 

macération sur la teneur en composés phénoliques, la teneur en flavonoïdes et l'activité 

DPPH de H. scoparia, en utilisant la méthodologie de surface de réponse. Le modèle de 

régression pour la teneur en composés phénolique, la teneur en flavonoïdes et l'activité 

DPPH a été présenté dans les équations qui suit : 

𝑻𝑪𝑷 (𝒎𝒈𝑬𝑨𝑮⁄𝒈𝑴𝒔) = 73.44 + 3.91 𝑥3 − 6.19 𝑥1𝑥4 − 4.26 𝑥2 + 6.16 𝑥2 

1 4 

𝑻𝑭 (𝒎𝒈𝑬𝑸⁄𝒈𝑴𝒔) = 2.77 + 0.08 𝑥1 − 0.07 𝑥2 + 0.14 𝑥3 + 0.24 𝑥1𝑥2 − 

0.14 𝑥2𝑥4 + 0.16 𝑥3𝑥4 − 0.24 𝑥2 − 0.26 𝑥2 − 0.16 𝑥2 

1 3 4 
 

𝑫𝑷𝑷𝑯 𝐩𝐢é𝐠𝐞𝐚𝐠𝐞 𝐝𝐞𝐬 𝐫𝐚𝐝𝐢𝐜𝐚𝐮𝐱 𝐥𝐢𝐛𝐫𝐞𝐬 (𝒎𝒈𝑨𝑨𝑬⁄𝒈𝑴𝒔) = 40.65 + 6.69 𝑥3 − 
5.20 𝑥1𝑥4 − 3.64 𝑥2𝑥4 − 2.27 𝑥2 – 1.93 𝑥2 − 3.89 𝑥2 

1 2 3 

I.2.2.2. Effet des facteurs 

Les résultats obtenus ont montré que les paramètres testés ont présenté différents 

effets sur les teneurs en composés phénoliques, en flavonoïdes et sur l’activité anti- 

radicalaire (DPPH) (Tableau X). 

 Effet linéaire 

Cette étude a révélé que les paramètres linéaires qui ont une influence 

significative sur la l’extraction des flavonoïdes sont la concentration du solvant 

(0,0040), le temps d’extraction (0,0066) et le ratio liquide/solide (0<0,0001), tandis 

que seul le ratio solide/liquide a un effet significatif sur l'extraction des polyphénols 

(0,0003) et l'activité antioxydante (<0,0001). 

 Effet d'interaction 

La seule interaction (x1*x4) à p=0.0007 a un effet significatif sur l'extraction des 

polyphénols tandis que les autres paramètres n'ont pas aucun effet significatif. 

Cependant les trois effets (x1*x2), (x2*x4) et (x3*x4) ont un effet significatif sur 

l'extraction de flavonoïdes avec des probabilités de <0,0001; 0,0045; 0,0018, 

respectivement. 

Concernant l'activité antioxydante, les deux interactions qui ont exercé un effet 

significatif sont (x1*x4), (x2*x4) avec des valeurs de p<0,0001 et p=0,0017, 

respectivement. 
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 Effet quadratiques 

Les deux effets quadratiques qui ont un effet significatif sur l'extraction des 

polyphénols sont (x1*x1) et (x4*x4) avec p= 0.0037 et p=0.0002, respéctivement. 

Concernant l'extraction des flavonoïdes trois effets quadratiques à savoirs 

(x1*x1), (x3*x3) et (x4*x4) ont un effet significatif avec des probabilités de p<0,0001; 

p<0,0001 ; p=0,0008, respectivement. 

Les effets quadratiques (x1*x1), (x3*x3) et (x2*x2) avec des probabilités de 0,013 ; 0,0291 

et 0,0003, respectivement, ont un effet significatif sur l'activité antioxydante tandis que 

l'effet (x4*x4) n'est pas aucun effet significatif. 

Tableau X : Résultats de régression et analyse de variance pour les résultats 

expérimentaux de l'extraction par macération. 

 

 
Source 

TCP 
Estimation Prob. > F 

TFC 
Estimation Prob. > F 

DPP 
Estimation 

H 
Prob. > F 

 X1 1,0806946 0,1978 0,0862266 0,0040* -0,287347 0,5913 
 X2 -1,301132 0,1267 -0,079411 0,0066* 0,3128417 0,5593 
 X3 3,9132509 0,0003* 0,1426467 <,0001* 6,6916388 <,0001* 
 X4 1,2708485 0,1349 0,0006482 0,9791 -0,662619 0,2274 

parameters éstimés X1 X2 -2,975 0,0511 0,2464152 <,0001* -1,404682 0,1454 
 X1 X3 1,8364198 0,2059 -0,059301 0,1834 -0,637124 0,4935 
 X2 X3 1,8734568 0,1975 -0,077989 0,0880 0,548495 0,5545 
 X1 X4 -6,19301 0,0007* 0,0265407 0,5393 -5,201505 <,0001* 
 X2X4 -2,537037 0,0894 -0,146608 0,0045* -3,64007 0,0017* 
 X3 X4 -1,133334 0,4253 0,168149 0,0018* -0,157191 0,8646 
 X1

2 
-4,266733 0,0037* -0,246728 <,0001* -2,274739 0,0130* 

 X2
2 1,7534285 0,1661 -0,068188 0,0854 -1,935055 0,0291* 

 X3
2 -2,172343 0,0927 -0,262616 <,0001* -3,893886 0,0003* 

 X4
2 

6,168606 0,0002* -0,162847 0,0008* -1,091827 0,1876 
resultats de la regression R2 0,916567  0,944806 0,953784 

 𝑅2 0,819227 
𝐴𝑑𝑗  0,880414 0,899865 

 RMSE 2,746176  0,084001 1,804339 
 C.V(%) 3.70  3.43  4.93 
 ANNOVA 0,0002*  <,0001*  <,0001* 
 Lack of fit 0,0745  0,4018  0,0635 

I.2.2.3. Validation du model 

Les valeurs élevées de R-carré pour le modèle testé (0,91 et 0,81 ; 0,94 et 0,88 ; 

0,95 et 0,89 pour R2 et R2 Adj. pour TCP, TFC et DPPH, respectivement) indiquent 

une corrélation remarquable entre les valeurs trouvées dans la présente étude et celles 

prédites. 

Dans un bon modèle statistique, R2 Adj. devrait être comparable à R2, ce qui est 

le cas avec les résultats obtenus. Lorsque le coefficient de détermination R2 est égal ou 
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supérieur à 80 %, le modèle est jugé bon (Fadil et al., 2021) ; L'adéquation du modèle 

est déterminée essentiellement par le R-carré ajusté (R2 Adj.) (Zakaria et al., 2021). 

Les résultats de l’analyse de la variance pour l’effet des facteurs sur la teneur en 

composés phénoliques et en flavonoïdes et l’activité antioxydante sont illustré dans le 

tableau X. 

Les coefficients de variation (C.V%) obtenus de TCP, TFC et de l'activité DPPH 

étaient respectivement de 3,70, 3,43 et 4,93 %. Si le coefficient de variation (C.V%) est 

inférieur à 10 %, la valeur moyenne présente une faible variation, indiquant que le 

modèle de réponse développé est adéquat et fiable ((Dahmoune et al., 2015). 

Dans la présente étude, les valeurs de manque d'ajustement de la teneur en 

composés phénoliques, de la teneur en flavonoïdes et de l'activité de récupération du 

DPPH de H. scoparia sont respectivement de 0,0745 ; 0,4018 et 0,0635. La validité des 

modèles est réalisée en analysant le manque d'ajustement, de sorte que le modèle 

s'adapte précisément aux données réelles si une valeur p insignifiante est supérieure à 

0,05 (Zakaria et al., 2021) Tous les modèles polynomiaux quadratiques obtenus dans ce 

travail étaient précis et fiables pour prédire les réponses correspondantes 

I.2.2.4. Conditions optimales 

Les extractions par macération ont été réalisées dans les conditions optimales 

prédites par les modèles mathématiques de surface de réponse (MSR) pour chaque 

paramètre étudié, à savoir la teneur en composés phénoliques totaux (CPT), la teneur en 

flavonoïdes et l’activité antioxydante DPPH. Les résultats expérimentaux obtenus ainsi 

que les valeurs prédites par le modèle sont présentés dans la figue 18 et le tableau XI. 

Les conditions qui ont permis de donner les teneurs les plus élevées en composés 

phénoliques et en flavonoïdes et la plus forte activité DPPH sont : concentration du 

solvant de 46,96%, temps d’extraction de 30 min, ratio liquide/solide de 55,5 mL/mg et 

une vitesse d’extraction de 800 rpm. 
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Figure 18 : Profileur de prédiction de l'extrait de H. scoparia obtenu par macération. 

 

 

Tableau XI : Conditions optimale de macération. 
 

 

Facteurs Conditions Optimal 

Concentration d’éthanol (%) 46,96 

Temps (min) 30 

Ratio liquide/solide (mL/g) 55,15 

Vitesse (rpm) 800 

Résultats  

TCP (mg EAG/g Ms 48,60±0,49 

TF (mg EQ/g Ms) 2,88±0,35 

DPPH scavenging (mg EAA/g Ms) 43,20±0,23 
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I.2.2.5. Analyse de surface 

Les profils de surface de réponse tridimensionnels de plusieurs modèles de 

régression non linéaire sont représentés dans cette partie qui suit, afin d'étudier les effets 

interactifs des variables indépendantes testées et leur interaction mutuelle sur la teneur 

en composés phénoliques, la teneur en flavonoïdes et l'activité DPPH. 

L'interaction entre la concentration en éthanol et la vitesse d'agitation a un impact 

significatif sur l'extraction des composés phénoliques totaux (CPT), comme illustré dans 

la figure 19. Cette interaction a exercé un effet inversement proportionnel sur la teneur 

en polyphénols, avec une valeur maximale de 85 mg EAG/g observée à 30 % d’éthanol 

et à une vitesse de 800 rpm, ainsi qu'à 90 % d’éthanol et à une vitesse de 200 rpm. 

 

Figure 19 : Graphique de surface de réponse illustrant l'influence de la concentration 

d’éthanol et la vitesse sur l’extraction par macération des en composés phénoliques de 

H. scoparia. 

Les effets des interactions entre la concentration d'éthanol et le temps, entre le 

temps et la vitesse d’extraction et entre le rapport liquide/ solide et la vitesse d’extraction 

sur les flavonoïdes totaux de H. scoparia sont représentés dans la figure 20. 

L’analyse des résultats de la figure 20(a) a montré que la teneur en flavonoïdes 

augmente avec la concentration du solvant après 120 min de macération. 

La figure 20(b) met en évidence une relation inverse entre la vitesse et le temps 
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d'extraction sur la teneur en flavonoïdes totaux de H. scoparia. Par exemple, une teneur 

approximative de 2,8 mg EQ/g a été observée pour un temps d'extraction de 20 minutes 

à une vitesse de 800 rpm. Cette tendance suggère que l’augmentation de la vitesse 

d'extraction peut compenser une réduction du temps d'extraction, permettant d’atteindre 

des rendements similaires en flavonoïdes. 

Le graphique 20(c) présente l'influence du rapport liquide/solide ainsi que de la 

vitesse d'extraction sur la teneur en flavonoïdes de la plante H. scoparia. Il a été 

constaté que la concentration en flavonoïdes augmente avec une élévation modérée de 

ces deux facteurs, atteignant un pic avant de décliner aux valeurs extrêmes. Cette 

observation indique qu'un équilibre entre la quantité du solvant et l'intensité de 

l'agitation est crucial pour obtenir une extraction optimale. 

 

Figure 20 : Graphiques illustrant l’effet des paramètres d’extraction par macération sur 

la teneur en flavonoïdes de H. scoparia. 

(a) : Concentration d'éthanol/Temps ;(b) : Temps/Vitesse ;(c): Ratio liquide/solide/ Vitesse. 

 

 

L'inhibition du DPPH augmente avec la vitesse d'extraction lorsque la 

concentration en éthanol et le temps d'extraction sont faibles. En revanche, à des 

concentrations élevées d'éthanol et pour des temps d'extraction prolongés, cette tendance 

s'inverse (Figure 21 a, b). 
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Figure 21 : Graphiques illustrant l’effet des paramètres d’extraction par macération 

sur l’activité antioxydante DPPH. 

(a) : Concentration du solvant/Vitesse ; (b) : Temps/Vitesse. 

II. Activité biologiques des extraits optimums 

II.1. Activité antioxydante 

Les extraits obtenus par les paramètres d'extraction optimaux ont été utilisés pour 

évaluer l'activité inhibitrice de l’ABTS et les activités réductrices du fer et du molybdate 

(Figure 22). 

Les résultats de l'activité inhibitrice de l’ABTS de l'extrait de H. scoparia obtenu 

par extraction assistée par ultrasons ont montré que le pourcentage d'inhibition du 

radical ABTS augmente avec la concentration de l'extrait, le pourcentage d'inhibition le 

plus élevé (93,81 %) a été trouvé avec la concentration de 1 mg/mL. 

Afin de déterminer l'IC50, paramètre qui définit la concentration efficace du 

substrat qui cause la perte de 50% du radical ABTS, différentes concentration d’extrait, 

allant de 0,2 à 1,2 mg/mL, ont été testées. Une IC50 de 0,408±0,001 mg/mL a été 

exercée par l'extrait de H. scoparia (Figure 22). 

A la même concentration qui de 1 mg/mL, l’extrait obtenu par macération a 

exercé un pourcentage d’inhibition de l’ABTS de 89,90%, avec une IC50 de 

0,51±0,004 mg/mL. 
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Figure 22 : Activité de piégeage de l’ABTS des extraits de H. scoparia obtenus par 

macération et ultrasons. 

 

 

L’activité réductrice du fer et du molybdate a été testée sur différentes 

concentrations des extraits de H. scoparia obtenus par l'extraction assistée par ultrasons 

et par macération et (Figure 23). 

Les résultats obtenus ont révélé que en augmentant la concentration de l’extrait 

de 0,2 à 1,2 mg/mL les activités réductrices du fer et du molybdate des extraits étudiés 

augmentent d’une façon significative. 

Les activités réductrices du fer les plus élevées ont été enregistrées à 1 mg/mL, 

avec des valeurs de 19,54 et 19,09 mg EAA/g MS pour les extraits obtenus par 

macération et par extraction assistée par ultrasons, respectivement (Figure 23(a)). 

L’analyse statistique montre une différence significative avec P <0,0001. 

Concernant l’activité réductrice du molybdate, la meilleure activité réductrice a 

été observée à la même concentration qui est de 1mg/mL avec une valeur de 31,41 mg 

EAA/g MS pour l’extrait obtenu par macération, et 31,45 mg EAA/g MS pour l’extrait 

obtenu par ultrasons (Figure 23(b)). L’analyse statistique de l’activité réductrice du 

molybdate montre un une différence significative avec p value de 0,0003. 
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Figure 23 : Activités réductrices du fer et du molybdate des extraits de H. 

scoparia obtenus par macération et ultrasons 

(a) : Activité réductrice du fer ; (b) : Activité réductrice du molybdate. 

 

 

Cette étude a révélé que les extraits de H. scoparia ont permis d’inhiber les 

radicaux libres DPPH et ABTS et de réduire le fer et le molybdates d'une manière 

différente. Cela pourrait être dû à la diversité structurelle des antioxydants 

présents dans l'extrait et aux interactions entre ces composés qui influencent leurs 

mécanismes fonctionnels (Santos-Sánchez et al., 2019 ; Teng et al., 2014). 

Bouaziz et al. (2016) ont confirmé dans leurs travaux que l'extrait éthanolique 

de H. scoparia exerçait une activité inhibitrice du DPPH et une activité 

réductrice du molybdate. L'étude menée par Benkherara et Bordjiba, (2018) a 

rapporté que la même plante présentait des activités de piégeage du DPPH et de 

l'ABTS, ainsi qu'un pouvoir réducteur ferrique, ce qui justifie les résultats 

obtenus. 
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II.2. Activité antibactérienne 

L'activité antibactérienne des extraits obtenus par les conditions optimales a été 

évaluée à l'aide de la méthode de dilution en gélose contre Escherichia coli ATCC 

25922, Klebsiella pneumonia, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633 et 

Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistante à la Méthicilline (SARM). 

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait de H. scoparia obtenu par ultrasons 

a exercé une activité antibactérienne contre toutes les souches bactériennes testées, à 

l'exception d'Escherichia coli ATCC 25922 (Tableau XII). L’activité antibactérienne la 

plus élevée a été exercée contre les souches SARM et Salmonella sp, avec un diamètre 

d’inhibition de 16 mm. Klebsiella pneumonia et Pseudomonas aeruginosa ATCC 

6633 ont été également inhibés par le même extrait, avec des zones d'inhibition de 

13,66 et 12,33 mm, respectivement. Tandis que la plus faible zone d’inhibition (12,33 

mm) a été trouvé chez la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633. 

Concernant l’extrait de H. scoparia issu de la macération, l'effet inhibiteur le plus 

marqué a été observé contre Salmonella sp. avec une zone d’inhibition de 19,33 mm, 

suivi par la souche Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (SARM) avec une 

zone d'inhibition de 16 mm. L’effet antibactérien le plus faible a été exercé sur la souche 

Klebsiella pneumonia BAR 32, avec une zone d'inhibition de 13,66 mm. 

Cette étude a révélé que l’extrait obtenu par macération n’a aucun effet inhibiteur 

sur Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633, ce qui pourrait 

être dû à une résistance intrinsèque de ces bactéries ou à une concentration insuffisante 

en composés actifs à effet antibactérien. 

L’étude statistique des résultats de l’activité antibactérienne a mis en évidence 

des différences significatives entre les extraits testés selon la méthode d’extraction 

employée (macération ou ultrasons). 
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Tableau XII : Activité antimicrobienne des extraits de H. scoparia (mm) obtenu par 

par ultrason et macération. 

 

 
Escherichia 

coli ATCC 

25922 

Klebsiella 

pneumonia  

Salmonella 

sp. 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 6633 

SARM 

Tetracycline (TE) 10 9 10 – – 

Ciproflaxine (CIP) 30 36 30 28 34 

Extrait de H. scoparia 
(Macération) 

– 13.66±0.57b 16±1.00a 12.33±1.52b 16±1.00a 

Extrait de H. scoparia 

(Ultrasons) 
_ 13.66±0.57c 19.33±1.00b _ 16±0.9a 

Les chiffres qui portent des lettres différentes sont significativement différent (p <0,05). 
 

 

Les résultats de cette étude ont montré que les activités antibactériennes les plus 

élevées ont été exercées par le standard Ciproflaxine (CIP), suivi de celles de l'extrait de 

H. scoparia obtenu par extraction assistée aux ultrasons, puis celles de l’extrait préparé 

par macération, tandis que les activités les plus faibles ont été exercées par le standard 

Tétracycline (TE). 

Les fortes zones d'inhibition exercées par les extrait de H. scoparia contre les 

souches Salmonella sp. et Staphylococcus aureus résistante à la Méthicilline (SARM), 

pourraient être attribuées aux niveaux élevés de composés phénoliques et de flavonoïdes 

dans l'extrait de H. scoparia. Les polyphénols ont été reconnus pour leurs propriétés 

antibactériennes potentielles (Bouarab Chibane et al., 2019). Parmi les polyphénols, les 

flavonoïdes ont été largement étudiés et il a été démontré qu'ils exercent des effets 

antibactériens par le biais de multiples mécanismes. Premièrement, les flavonoïdes 

peuvent inhiber directement les bactéries en perturbant la membrane bactérienne, en 

inhibant la respiration cellulaire ou en interférant avec la réplication de l'ADN. 

Deuxièmement, ils peuvent également améliorer l'activité des antibiotiques en 

augmentant leur puissance ou en inversant la résistance aux antibiotiques des bactéries 

(Xie et al., 2017). Ces résultats suggèrent que l'extrait de H. scoparia a un potentiel en 
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tant qu'agent antibactérien naturel et que son efficacité peut être liée à sa teneur en 

composés phénoliques et en flavonoïdes. 

Le rôle des composés phénoliques dans divers extraits de plantes a fait l'objet de 

recherches approfondies, en raison de leurs propriétés bénéfiques pour la santé (Kalili 

et al., 2011). La présente étude a révélé la présence de polyphénols et de flavonoïdes 

dans l'extrait de H. scoparia, indiquant son activité antibactérienne potentielle contre les 

bactéries pathogènes. Ces résultats sont cohérents avec des recherches antérieures qui 

suggèrent la capacité de la plante à combattre les organismes Gram positifs et Gram 

négatifs (Metrouh-Amir et al., 2015). 

L'étude de Nounah et al. (2019) a montré que l'extrait éthanolique de H. scoparia 

présente une activité antimicrobienne contre Klebsiella pneumonia et Salmonella sp. De 

même, l'étude menée par Drioichea et al. (2019) a rapporté une activité antibactérienne 

de l'extrait de H. scoparia contre Klebsiella pneumonia ; Salmonella sp. et Pseudomonas 

aeruginosa. Ces résultats concordent avec les résultats obtenus dans ce travail. 

II.2.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) 

Une concentration minimale inhibitrice faible signifie une forte activité 

antibactérienne (Coulidiati et al., 2009). La concentration minimale inhibitrice de 

l'extrait de H. scoparia, obtenu par extraction assistée aux ultrasons, a été évaluée contre 

Klebsiella pneumonia, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633 et 

Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistante à la Méthicilline (SARM) (Tableau 

XIII). Les résultats obtenus ont montré une CMI de 12,5 mg/mL contre Klebsiella 

pneumonia, Salmonella sp. et SARM. En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 6633, la CMI était de 25 mg/mL. 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de l'extrait de H. scoparia obtenu 

par macération a été évaluée contre Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp. et 

Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline ATCC 43300 (SARM) (Tableau XIV). 

Les résultats obtenus ont montré une CMI de 12,5 mg/mL contre Klebsiella pneumoniae 

BAR 32 et SARM, indiquant une activité antibactérienne modérée contre ces souches. 

En revanche, une CMI plus faible de 6,25 mg/mL a été observée contre Salmonella 

sp., suggérant une efficacité inhibitrice plus élevée contre cette bactérie. 
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Tableau XIII : Résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mg/mL 

d'extrait de H. scoparia obtenu par EAU. 

 

 

 

Tableau XIV : Résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mg/mL 

d'extrait de H. scoparia obtenu par macération. 

 

Souches bactériennes Extrait de H. scoparia 

macération 
 

Klebsiella pneumonia 12,5 

Salmonella sp 6,25 

SARM 12,5 
 

 

 

 

II.3. Test de stabilité à l’oxydation sur huile végétale 

 

Afin de déterminer l’efficacité des extraits de Hammada scoparia à protéger les 

lipides contre l’oxydation, un test Oxitest a été réalisé sur l’huile de tournesol enrichie 

avec différentes concentrations de chaque extrait. 

L’évolution de la pression a été suivie afin d’évaluer la période d’induction (PI), 

qui reflète la stabilité oxydative de l’huile. Les résultats obtenus pour chaque 

concentration sont présentés dans les figures ci-dessous, mettant en évidence l’impact 

des extraits sur le retardement du processus d’oxydation. 
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L’évaluation de l’oxydation de l’huile de tournesol à l’aide du test Oxitest a 

permis de comparer la stabilité oxydative de l’huile seule (Figure 24) et de l’huile 

enrichie avec différentes concentrations de l’extrait de Hammada scoparia. 

L’analyse des courbes de pression au fil du temps montre que la période 

d’induction (PI), définie comme le moment où la pression commence à diminuer de 

manière significative, varie selon les concentrations et les extrait testés. L’huile de 

tournesol seule présente une PI plus courte, indiquant une oxydation rapide sous les 

conditions du test. En revanche, l’ajout de l’extrait végétal prolonge cette période, 

suggérant un effet protecteur contre l’oxydation. 

 

Figure 24 : Valeur de la période d’induction (IP) d’huile de tournesol. 

 

 

Les résultats de l’étude de l’efficacité de la concentration de 0,01% des extraits 

de H. scoparia, obtenus par ultrasons et par macération sur la période d’induction sont 

représentés dans la figure 25. L’échantillon contenant 0,01% d’extrait obtenu par 

macération affiche une PI retardée d’environ 11h37, tandis que celui enrichi en extrait 

obtenu par ultrasons ne montre pas une augmentation de la PI. Cette différence peut être 

attribuée à une extraction plus efficace des composés bioactifs par macération, 

favorisant une meilleure préservation des polyphénols, reconnus pour leur activité 

antioxydante. 
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Figure 25 : Valeurs PI des extraits obtenus par EAU et macération (0,01%). 

(a) : Extrait obtenu par EAU ; (b) : Extrait obtenu par macération. 

 

 

Quant à la concentration de 0,1%, une valeur de période d’induction (PI) de 

12h56 a été marquée pour l’échantillon enrichi avec l’extrait obtenu par ultrasons, tandis 

que celui contenant l’extrait issu de la macération a atteint une PI de 12h19 (Figure 26). 

Cette prolongation de la stabilité oxydative confirme l’effet antioxydant des composés 

bioactifs présents dans H. scoparia, dont l’efficacité semble renforcée à une 

concentration plus élevée. 
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Figure 26 : Valeurs PI des extraits obtenus par EAU et macération (0,1%). 

(a) : Extrait obtenu par EAU ; (b) : Extrait obtenu par macération. 

 

 

A des concentrations plus élevées, notamment 1% et 2% (Figure 27 et 28), une 

augmentation encore plus marquée de la période d’induction (PI) a été observée, 

indiquant une meilleure résistance à l’oxydation de l’huile de tournesol. 

Pour une concentration de 1%, une PI de 12h49 a été enregistrée avec l’extrait 

obtenu par ultrasons, tandis qu’elle a atteint 13h avec l’extrait issu de la macération. A 

2%, la PI a encore augmenté, atteignant 13h17 pour l’extrait par ultrasons et 13h20 pour 

celui par macération. Cette tendance confirme l’effet dose-dépendant des composés 

antioxydants présents dans l’extrait, qui agissent en retardant la dégradation lipidique. 
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Figure 27: Valeurs PI des extraits obtenus par EAU et macération (1%). 

(a) : Extrait obtenu par EAU ; (b) : Extrait obtenu par macération. 
 

 

 

 

Figure 28 : Valeurs PI des extraits obtenus par EAU et macération (2%). 

(a) : Extrait obtenu par EAU ; (b) : Extrait obtenu par macération. 
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III. Caractérisation des composés phénoliques des extraits optimisés de H. 

scoparia 

III.1. UHPLC MS/MS 

Afin d'étudier en profondeur la qualité et la quantité des composés phénoliques 

présents dans les extraits optimaux de H.scoparia obtenus par ultrasons et par 

macération, la méthode UHPLC HRMS a été appliquée pour identifier les principaux 

composés phénoliques présents dans les deux extraits. Les données de spectrométrie de 

masse ont été obtenues en modes d'ionisation (négative et positive) (Irakli et al., 2018). 

Les chromatogrammes d'ions totaux des extraits obtenus par macération et ultrasons sont 

présentés dans la figure 29, tandis que les principaux pics identifiés par analyse UHPLC- 

HRMS sont présentés dans le tableau xv Chaque identification a été confirmée par la 

comparaison des spectres MS des composés observés avec ceux décrits dans la 

littérature. L'analyse UHPLC-MS des deux extraits a permis d'identifier 39 composés 

différents. 

UHPLC-DAD-MS comparative des extraits obtenus par macération (ME) et 

extraction assistée par ultrasons (UAE) révèle un profil chromatographique globalement 

similaire. Toutefois, l'intensité accrue de plusieurs pics caractéristiques dans l'extrait 

UAE indique une meilleure efficacité d'extraction de certains composés bioactifs, 

notamment dans la plage de rétention de 4 à 22 minutes. Ces résultats suggèrent que 

l'extraction par ultrasons optimise l'extraction des métabolites d'intérêt, potentiellement 

en facilitant la rupture des parois cellulaires et la libération des composés phénoliques. 
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Figure 29 : Chromatogramme d'ions totaux des extraits de H.scoparia L, UAE et ME 

détecté par LC-Q-Orbitrap en mode positif, avec chromatogramme enregistré par 

détecteur UVVis à 270 nm . 

Le graphique Volcano de l'analyse UHPLC-HRMS généré par le logiciel 

Compound Discoverer (Figure 30) constitue un outil efficace pour visualiser la 

direction, l'amplitude et la significativité des variations de concentration des composés 

bioactifs présents dans les extraits ME et UAE. Chaque point du graphique Volcano 

représente un composé bioactif. Les différences logarithmiques d'un facteur 2 entre ME 

et UAE sont représentées sur l'axe des abscisses et les différences de –log10 des valeurs 

de p sur l'axe des ordonnées. La ligne horizontale en pointillés représente le seuil de 

significativité (p < 0,05). 
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Figure 30 : Visualisation du contenu différentiel des composés bioactifs identifiés et 

non identifiés de ME et d'UAE avec le diagramme Volcano (A :mode négatif ;B :mode 

positif). 

(A) 
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Tableau XV : Composition d'extrait phénolique de H.scoparia obtenue par UHPLC-HRMS 

 

N° Molécule Formule 

chimique 

Tr(min) masse 

attendue 

Masse 

expériment 

ale 

Δmass 

[ppm] 

Masse de 

l’adduit 

MS/MS Références 

1 D-(+)-Maltose C12 H2O11 1.53 341.10838 341.10865 -0.79 341.1091 59.01244 ;89.02297,71.01 
24,101.023 ;113.02309 ;11 
9.0336 

(S. Motyka et al.,2023, M. Mróz et 

al.,2023 ) 

2 Acide 

gluconique 

C6 H12 O7 1.57 196.05830 196,0577 3.08 195.0503 75.0073 ; 
59.01245 ;72.99165 ;71.01 
238 ;87.00731 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

3 acide 

xylonique 

C5H10O6 1.59 165.0389 165,0394 -3.02 165.0394 75.0073 ;59.01244 ;72.991 
65 ;71.01238 ;87.00729 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

4 glucose C6 H12 O6 1.63 180.06339 180.0625 4.94 179.0552 75.0073;59.01245;72.9916 
;71.01237;85.02822 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

5 acide quinique C7H12O6 1.97 192.06339 191.0556 -1.09 191.0553 85.02809;57.03322;59.012 
47;55.01759;71.01241;93. 
03321 

(S. Motyka et al.,2023) 

6 L-(+)-Tartaric 

acid 

C4 H6 O6 1.70 150.01644 150.01538 7.06 149.00811 72.99167 ;59.01247 ;87.00 
729 ;71.01242 ;89.0231 :7 
3.02797, 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

7 Citric acid C6 H8 O7 1.88 192.027005 192.02627 3.82 191.01890 85.02806;57.0332;59.0124 

5;55.01756;71.01238;84.0 
2023 

(S. Motyka et al.,2023) 

8 cis- 

Aconiticacid 

C6 H6 O6 2.03 174.01644 174.01558 0.49 173.0083 111.00745 :57.03321 ;67.0 

1755 ;85.02814 ;131.0365 
1.83.01246 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

9 DL-Malic acid C4 H6 O5 2.05 134,02152 134,02035 8.76 133.01307 71.01239 ;72.99169 ;59.01 

241 ;72.98772 ;72.01569 ; 
151.39084 

(M. Mróz et al.,2023 ) 
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10 Oxaloglutarate C7 H8 O7 2.33 204.027005 204,02638 3.06 203.0191 71.0124;69.03316;97.0280 

8;95.01243;79.01741;67.0 
1758;72.99174 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

11 Gallic acid 4- 
O-glucoside 

C13H16O10 2.48 332.07435 332,07673 -7.16 331.06735 168.0054;125.02315;149.9 
9471;124.01537;169.0099 
2 

(A. Ali et al.,2021) 

12 uridine C9 H12 N2 

O6 

2.56 244.06953 244,06933 0.85 243.06205 110.02345;82.02841;66.03 
352;118.965;146.96004;12 
2.02346 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

13 Guanosine C10 H13 N5 

O5 

3.36 283.091670 283,09187 -7.06 282.084594 150.04103;133.01434;108. 

01897;126.02965;107.034 
98;151.04549 

(M. Mróz et al.,2023 ) 

14 L-Tyrosine C9 H11 N 

O3 

3.94 181.073894 181,07313 4.21 180.06585 123.04391;152.9165;167.9 

0364;92.99239;94.99171;1 
22.03623 

(S. Motyka et al.,2023, M. Mróz et 

al.,2023 ) 

15 Caftaric acid C13H12O9 4.16 312.048135 312,04854 -1.29 311.041229 135.04396;149.00806;87.0 
0734;179.03404;136.0473 
9;85.02805 

S. Motyka et al.,2023 

16 Tuberonic 

acid hexoside 

C18H28O9 5.76 388,173335 388,17354 -0.52 387.166168 59.01246 ;89.02299 ;163.1 

1182 ;71.01241 ;101.0230 
3,113.02301 

S. Motyka et al.,2023 

17 Protocatechuic 

acid 4-O- 
glucoside 

C13H16O9 5.79 316.079435 316,07983 -1.24 315.072692 108.02037;152.01044;123. 

04386;153.05458 

(A. Ali et al.,2021) 

18 3,4- 

Dihydroxyphe 

nylacetic acid 

C8H8O4 6.05 168.04226 168,04136 5.35 167.034103 93.03318;109.02831;108.0 

2043;122.03621;137.0231 
5 

(A. Ali et al.,2021) 

19 2-Hydroxy-4- 

methoxyaceto 

phenone 5- 
sulfate 

C9 H10 O7 

S 

6.43 262.014727 262,01475 -0.08 261.007446 119.04891;93.03316;135.0 

4391;163.03902;72.99165 

(A. Ali et al.,2021) 

20 4- 
Hydroxybenzo 

ic acid 4-O- 

glucoside 

C13H16O8 6.65 300.08452 300,08467 -0.49 299.077392 93.0332;137.0233;94.0365 
;123.0439;74.02333 

(A. Ali et al.,2021) 
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21 Caffeic acid C9 H8 O4 6.65 180,04226 180,04141 4.72 179.034133 135.04414 ;134.03616 ;94. 

99165 ;89.0382 ;90.9967 ; 
136.04736 

S. Motyka et al.,2023 

22 2,3- 
Dihydroxyben 

zoic acid 

C7H6O4 7.00 154.02661 154,02554 6.94 153.018295 67.01752;65.03826;91.017 
48;109.02814;65.00185 

(A. Ali et al.,2021) 

23 Caffeoyl 
tartaric acid 

C13H12O9 7.67 312.048135 312,04848 -1.1 311.04125 135.04395;149.00807;87.0 
0732;179.03407 

(A. Ali et al.,2021) 

24 2- 
Hydroxybenzo 

ic acid 

C7 H6 O3 8.47 138.031695 138,0306 7.93 137.02331 93.0332;65.0383;94.03648 
;75.02255;136.8616 

(A. Ali et al.,2021) 

25 Kaempferol 

3,7-O- 
diglucoside 

C27 H30 

O16 
9.20 610.1533 610,15352 -0.21 609.1461791 609.14618;300.02744;610. 

14966;151.00279 

(A. Ali et al.,2021) 

26 Ferulic acid 4- 

O-glucoside 

C16H20O9 9.43 356.110735 356,11091 -0.49 355.10360 134.03609;178.02621;193. 
04985;149.05968;137.023 
22;179.02962 

(A. Ali et al.,2021) 

27 Chicoric acid C22H18O12 9.64 474.0798 474,07985 -0.04 473.072601 161.02336;112.98425;197. 

04483;68.99432;179.0340 
9 

(A. Ali et al.,2021) 

28 Myricetin 3- 
O-rhamnoside 

C21 H20 
O12 

9.94 464.095480 464,09584 -0.77 463.0884 300.02756;301.034;302.03 

873;151.00259;463.08832; 
271.02441 

(A. Ali et al.,2021) 

29 Azelaic acid C9 H16 O4 11.92 188,10486 188,10406 4.25 187.09678 97.06438,95.0489,123.080 

53,57.03324,125.09581,99 

.92415,80.02519,61.98692 
, 

(S. Motyka et al.,2023, M. Mróz et 

al.,2023 ) 

30 Hesperidin C28H34O15 12.13 610.189775 610,15342 3.9 609.14624 609.14618;300.0274;301.0 
3473;610.14941;302.0387 

(A. Ali et al.,2021) 

31 Aureusidin6- 
O-glucoside 

C21 H20 
O11 

13.01 448,100564 448,10084 -0.61 447.093566 314.04333,315.04785 ;447 
.09344 ;285.04016 ;271.02 
463 ;286.04712, 

S. Motyka et al.,2023 

32 Hesperetin 3′- 

O-glucuronide 

C22 H22 

O12 

13.83 478.111130 478,11122 -0.18 477.10394 314.04333;477.10385;315. 
04822;478.10712;285.040 
56 

(A. Ali et al.,2021) 
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33 rosmarinic 

acid 

C18H16O8  360,08452 360,08471 -0.52 359.077423 161.02336 ;2.99168 ;179.0 

3413 ;135.04398 ;197.044 
91 ;162.02672 ;133.02831, 

(A. Ali et al.,2021) 

34 D-(+)- 
Tryptophan 

C11 H12N2 
O2 

17.88 204.089878 203,09407 7.9 203.082092 116.04921;74.02328;142.0 
6511;117.05267;192.9281 
6;72.00764; 

S. Motyka et al.,2023 

35 Cirsimaritin C17H14O6 19.18 314,07904 314,07918 -0.44 313.0718994 283.02481,284.02805,297. 
04031,255.02977,163.002 

62,298.0466,269.04532,11 
7.03309 

S. Motyka et al.,2023 

36 Carnosol C20 H26 O4 19.78 330,18311 330,1832 -0.27 329.175964 285.18607,286.18945,99.9 

2435,201.09119,115.9193 
6,116.92699,214.09956, 

(M.B. Hossain et al., 2010) 

37 DL-Malic acid C4H6O5 20.78 134.0215 135,90075 -0.06 133.0130920 71.01242;72.99167;59.012 
34;72.01566;107.03481;65 
.01327;115.00243 

S. Motyka et al.,2023 

38 Petunidin C16H13O7 12.1 317.066130 317.06712 
0 

-3.12 317,064758 302,04193;317,06549;274, 
04675;153,01828 

(M. Zhanna et al .,2021) 

39 Cyanidin C15H11O6  287.055565 287,11553 -2.45 287,1236572 186,07614;141,01825;130, 
04997;57,03437;88,03989 

(M. Zhanna et al .,2021) 
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III.2. Analyse FTIR 

La spectroscopie FTIR permet d’obtenir une donnée caractéristique des 

composés biochimiques présents dans un échantillon en mettant en évidence leurs 

vibrations moléculaires (Lucarini et al., 2019). La meilleure façon d'identifier les 

composés phénoliques en utilisant la FTIR était d'examiner la région d'empreinte 

digitale qui se situait entre 1800 et 700 cm− 1. 

Les spectres moyens des extraits de Hammada scoparia obtenus par ultrasons et 

par macération sont présentés dans la figure 31. 

Les spectres révèlent un pic intense à 1610 cm⁻¹, caractéristique des vibrations 

des liaisons C=C dans les cycles aromatiques. Un pic significatif, situé entre 1070 et 

1000 cm⁻¹ avec une intensité marquée à 1045 cm⁻¹, est attribué aux vibrations 

d’étirement des liaisons –CO (Hamid et al., 2024). 

De plus, le pic à 1222 cm⁻¹ indique des vibrations de flexion aromatiques 

(Shaheen et al., 2022), tandis que les pics à 1259 cm⁻¹ sont associés aux vibrations 

d’étirement C-CO-C (Ragavendran et al., 2011). 

La bande d’absorption située entre 1700 et 1200 cm⁻¹ correspond aux vibrations 

des liaisons C=C dans les structures aromatiques. Enfin, la bande observée entre 800 et 

700 cm⁻¹ est attribuée aux déformations des liaisons C-H dans les cycles aromatiques. 

Les profils des deux spectres sont très proches et les pics majoritaires sont les 

mêmes pour les deux extraits avec une différence dans l’intensité d’absorption de chaque 

pic. 

Ces résultats indiquent que les extraits obtenus par les deux méthodes possèdent 

une composition chimique similaire, avec des variations dans les concentrations de 

chaque composé. La superposition des spectres permet d’identifier d’éventuelles 

modifications dans la composition chimique au cours du processus d’extraction, ce qui 

aide à évaluer l’impact de la méthode d’extraction utilisée. 
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Figure 31 : Spectres des extraits de H. scoparia obtenus par la spectroscopie FTIR. 

(a) : Spectre de l’extrait obtenu par EAU ;(b) : Spectre de l’’extrait obtenu par macération. 
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Conclusion et perspectives 

Ce travail a porté sur l’optimisation de l’extraction des composés phénoliques à 

partir de Hammada scoparia, en comparant deux techniques : l’extraction assistée par 

ultrasons (EAU) et la macération. L’objectif principal était de déterminer les 

conditions d’extraction les plus efficaces permettant d’obtenir des extraits riches en 

composés bioactifs, tout en évaluant leurs activités antioxydantes et antibactériennes. 

Les résultats ont clairement mis en évidence l’influence des paramètres 

d’extraction (type de solvant, concentration, température, durée, rapport solide/liquide, 

etc.) sur le rendement et la qualité des extraits. Deux extraits optimaux ont été obtenus 

à l’issue de l’optimisation, puis caractérisés par UHPLC et FTIR, confirmant la 

richesse en composés phénoliques. 

Les tests biologiques ont montré que les extraits de H. scoparia possèdent une 

activité antioxydante significative, démontrée par l’inhibition des radicaux libres 

DPPH et ABTS ainsi que par leur pouvoir réducteur du fer et des molybdates. L’étude 

de l’activité antibactérienne a révélé que la ciprofloxacine exerce l’effet inhibiteur le 

plus fort, suivie par l’extrait obtenu par ultrasons, puis celui issu de la macération, 

tandis que la tétracycline a montré l’activité la plus faible. 

Par ailleurs, les extraits ont montré une efficacité notable dans la protection 

d’une huile végétale contre l’oxydation, ce qui témoigne de leur potentiel en tant 

qu’agents antioxydants naturels. 

Cependant, des recherches complémentaires sont nécessaires afin de mieux 

comprendre les mécanismes d’action, évaluer la stabilité des extraits dans différentes 

formulations, ainsi que leur biodisponibilité. Leur intégration dans des matrices 

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques représente une piste prometteuse pour 

la valorisation de cette plante saharienne. 
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En somme, ce travail constitue une contribution à la valorisation scientifique et 

économique de Hammada scoparia, une espèce endémique adaptée aux conditions 

arides, et ouvre la voie à de futures recherches visant à développer des formulations 

naturelles innovantes à base d’extraits bioactifs. 

En perspectives plusieurs travaux peuvent être envisagés dans la continuité des 

travaux entamés : 
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 Tester d'autres méthodes d'extraction (extraction assistée par enzymes, micro- 

ondes, etc.) pour comparer leur efficacité avec l'ultrason et la macération ; 

 Approfondir l’évaluation de l’activité antibactérienne contre un panel plus large 

de bactéries pathogènes ; 

 Étudier les effets synergiques des extraits de Hammada scoparia avec d’autres 

composés naturels ou antibiotiques ; 

 Tester l’activité anti-inflammatoire et anticancéreuse des extraits par des études 

in vitro et in vivo. 
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Annexe I : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe II : Courbe d’étalonnage des flavonoïdes. 
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Annexe III : Courbe de l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe IV: Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur. 
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Annexe V: Courbe d’étalonnage de l’activité réductrice du molybdate. 
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Résumé 

La présente étude a été consacrée à la détermination de l'effet de plusieurs paramètres d’extraction sur la teneur en 

polyphénols totaux et sur l'activité anti-radicalaire de Hammada scoparia, en utilisant la méthodologie de surface 

de réponse (MSR) et du plan de Box-Behnken (BBD). Les extraits obtenus avec les paramètres optimaux ont été 

utilisés pour évaluer l’activité antioxydante en utilisant plusieurs tests, l’activité antibactérienne contre plusieurs 

souches, et la capacité des extraits de la plante étudiée à augmenter la stabilité à l’oxydation d'une huile végétale. 

Enfin, une caractérisation des composés phénoliques des extraits optimisés a été réalisée par chromatographie 

liquide en tandem haute résolution-spectrométrie de masse (UHPLC MS/MS) et par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (FTIR). 

Les résultats obtenus ont révélé que les extraits de H. scoparia ont permis d’inhiber les radicaux libres DPPH et 

ABTS et de réduire le fer et le molybdates d'une manière significative. Les résultats de l’activité antibactérienne 

ont montré que la Ciproflaxine a exercé un effet antibactérien pus important que celui exercé par l'extrait obtenu 

par EAU, puis celui de l’extrait préparé par macération, et enfin celui exercé par la Tétracycline (TE). Concernant 

l’étude de la stabilité à l’oxydation d'une huile végétale, les extraits de H. scoparia ont montré une efficacité 

significative à protéger les lipides contre l’oxydation. 

Cette recherche contribue à une meilleure compréhension des conditions optimales d’extraction des polyphénols 

et à la valorisation des ressources naturelles sahariennes. 

Mot clés : Hammada scoparia, Optimisation, Activités biologiques, UHPLC MS/MS, FTIR. 

Absract 

The present study focused on determining the effect of various extraction parameters on the total polyphenol 

content and the radical scavenging activity of Hammada scoparia, using response surface methodology (RSM) 

and the Box-Behnken design (BBD). Extracts obtained under optimal conditions were used to evaluate 

antioxidant activity through multiple assays, antibacterial activity against several bacterial strains, and the ability 

of the plant extracts to enhance the oxidative stability of a vegetable oil. Finally, the characterization of 

polyphenolic compounds in the optimized extracts was performed using ultra-high-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) and Fourier transform infrared spectroscopy 

(FTIR). 

The results revealed that H. scoparia extracts significantly inhibited DPPH and ABTS free radicals and exhibited 

strong ferric and molybdate reducing power. The antibacterial activity results showed that ciprofloxacin exhibited 

a stronger antibacterial effect than the extract obtained by ultrasound-assisted extraction (UAE), followed by the 

maceration extract, and then tetracycline (TE). Regarding the oxidative stability of vegetable oil, H. scoparia 
extracts demonstrated significant efficacy in protecting lipids from oxidation. 

This research contributes to a better understanding of the optimal conditions for polyphenol extraction and 

highlights the valorization of Saharan natural resources. 

 

Keywords: Hammada scoparia, Optimization, Biological Activities, UHPLC-MS/MS, FTIR. 
 

 

 الملخص

 

 .(BBD) وتصميم (RSM) السطح ستجابةا منهجية باستخدام وذلك ،scoparia Hammada لنبات الحرة للجذور المضاد والنشاط البوليفينول من الكلي المحتوى على الاستخراج معايير مختلف تأثير تحديد حول الدراسة هذه تتمحور
Box-Behnken الاستقرار تحسين على النبات مستخلصات قدرة إلى الإضافةب بكتيرية، سلالات عدة ضد للبكتيريا المضاد والنشاط متعددة، اختبارات باستخدام للأكسدة المضاد النشاط لتقييم المثلى للظروف وفقاً المحضرة المستخلصات استخدام تم 

 .(FTIR)فورييه بتحويل الحمراء تحت الأشعةب الطيفي التحليل وتقنية (UHPLC-MS/MS) الكتلة بمطياف مقترنة الأداء عالية سائلة كروماتوغرافيا باستخدام المثلى المستخلصات في الفينولية المركبات تحليل تم وأخيرًا، .نباتي لزيت التأكسدي

 

 لسيبروفلوكساسين أن النتائج بيّنت كما .ملحوظ بشكل والموليبدات الحديد وتقليلABTS و DPPH الحرة الجذور تثبيط على كبيرة قدرة تمتلك H.scoparia مستخلصات أن النتائج أظهرت

لص من أقوى للبكتيريا مضادًا تأثيرًا أظهر لمستخ قنية المستخرج ا لمحضّر المستخلص يليه ، (UAE)الصوتية فوق بالموجات الاستخراج بت  مستخلصات أظهرت فقد الأكسدة، ضد النباتي لزيتا استقرار يخص فيما أما .(TE) التتراسيكلين ثم النقع، بطريقة ا
scoparia H.الصحراوية الطبيعية الموارد تثمين أهمية وتبرز البوليفينولات لاستخراج المثلى الظروف فهم تحسين في الدراسة هذه تساهم الأكسدة من الدهون حماية في كبيرة فعالية. 

 

 .UHPLC-MS/MS، FTIR البيولوجية، الأنشطة الاستخراج، تحسين ،: scoparia Hammada المفتاحية الكلمات
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ARTICLE INFO  ABSTRACT 

TYPE: Original scientific paper 
 Hammada scoparia is a plant of the Chenopodiaceae 

family. It represents a potential source of polyphenols and 
is used in traditional medicine in many countries. This 
research was carried out to evaluate the influence of 
ultrasound-assisted extraction parameters (ethanol 
concentration (30-70%), temperature (20-60 °C), time (10- 
30 min), and solvent-to-solid ratio (30-60 v/w) on total 
phenolic compound and total flavonoid contents, as well as 
the antioxidant capacity (DPPH assay) of H. scoparia, using 
the response surface methodology (RSM) approach and a 
Box-Behnken design (BBD). The obtained optimal extract of 
H. scoparia was used to evaluate ferric and molybdate 
reducing powers and ABTS scavenging activity as well as the 
antibacterial activity. Based on the BBD results, the 
extraction conditions, which gave the highest contents of 
phenolic compounds and flavonoids and the greatest DPPH 
activity, are: an extraction time of 30 minutes, a 
temperature of 20 °C, an ethanol concentration of 46.95%, 
and a liquid-to-solid ratio of 60 mL/g. The results of the 
determination of antioxidant activity revealed that H. 
scoparia extract inhibited free radicals DPPH˙ and ABTS˙, 
and reduced ferric and molybdate through different 
mechanisms. Concerning the antibacterial activity, the 
results obtained showed that H. scoparia extract was found 
to be active against all tested bacterial strains, with the 
exception of Escherichia coli ATCC 25922. H. scoparia 
optimal extract could be a promising source for the 
pharmaceutical industry and food applications. 

https://doi.org/10.17508/CJFST.2024.16.2.04 

*CORRESPONDENCE 

Hassiba Metrouh-Amir 

 hassiba.metrouh@univ-bejaia.dz 

ARTICLE HISTORY 

Received: October 3, 2024 
Accepted: November 19, 2024 

CITATION 

Salemi M, Metrouh-Amir H, Amir N, Moussa H. 
Study of the effect of ultrasonic-assisted 
extraction based on the Box-Behnken design 
on the phenolic compound content of 
Hammada scoparia leaves and evaluation of 
their antioxidant and antibacterial activities. 
Croatian Journal of Food Science and 
Technology (2024) 16 (2) 218 - 235 

 

 COPYRIGHT: © 2024 by the 
author(s). This is an open-access article 
distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution License (CC BY). 

mailto:hassiba.metrouh@univ-bejaia.dz
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://orcid.org/0000-0001-7086-5147
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


Croat. J. Food Sci. Technol. (2024) 16 (2) 218 - 235 
 

 

KEYWORDS 
Hammada scoparia; ultrasound assisted extraction; 
phenolic compounds; antioxidant activity; antibacterial 
activity; response surface methodology 

KEY CONTRIBUTION 
Evaluation of the effect of ultrasound-assisted extraction 
conditions on total phenolic content and DPPH radical 
scavenging activity of Hammada scoparia. The influence of 
ethanol concentration (%), time (min), solvent-to-solid ratio 
(mL/g), and temperature (°C) was tested. Response surface 
methodology (RSM) was employed to design experimental 
conditions. Determination of the antioxidant and 
antibacterial capacities of the extract obtained under 

 optimal extraction conditions.  

 

 
Introduction 

 
Hammada scoparia (Pomel) Iljin, or Haloxylon scoparium (Pomel) is a medicinal plant commonly found 

in desert areas. It is considered to be a source of potentially therapeutic agents, and it exhibits biological 

and pharmacological activities (Bouaziz et al., 2016; Saidi et al., 2015). 

Phytochemical screening of the aerial parts of H. scoparia revealed the presence of flavonoids, tannins, 

saponins, anthocyanins, alkaloids, cardinolids, and leucoanthocyanins (Benkherara et al., 2021). These 

compounds may have potential applications in the treatment of various diseases (Bouaziz et al., 2016; 

Eleroui et al., 2021; Taïr et al., 2016). H. scoparia has been shown to possess larvicidal, anti-cancer, and 

anti-plasmodial properties (Bouaziz et al., 2016). Previous research has also indicated that H. scoparia 

aqueous extract exhibits molluscicidal properties and has been used as an antileukemic agent (Eleroui 

et al., 2021). In traditional medicine, the leaves of H. scoparia are used as an antiseptic in wound healing 

(Bouaziz et al., 2016) and preventing liver disease, inflammation, and obesity (Bourogaa et al., 2013). 

In recent years, the search for bioactive compounds, particularly phenolic compounds, from natural 

sources such as plants, has increased considerably (Ghafoor et al., 2009). Phenolic compounds, which 

are a diverse group of secondary metabolites found in a wide range of plant species, have been 

recognized as potent antioxidants (Plyuta et al., 2013) and crucial components in the prevention of 

various diseases (Gülçin et al., 2019). There is a clear correlation between the antioxidant activity and 

the total phenolic concentration, indicating that polyphenols play a significant role in the scavenging of 

free radicals (Hemmami et al., 2023). Additionally, these natural compounds have the ability to interact 

with microbial cells through various mechanisms, making them highly effective in combating the 

prevalence of drug-resistant strains (Ecevit et al., 2022). 

Extraction is a crucial step in obtaining phytochemicals and has been the focus of recent research. 

Recently, an interest in the development of green extraction processes has been growing, which aim to 

reduce extraction time, minimize the use of harmful solvents, and lower energy consumption (Chupin 

et al., 2015). The pharmaceutical and food industries are increasingly adopting alternative extraction 

methods, particularly ultrasonic, to obtain bioactive molecules (Wani and Uppaluri, 2022). 

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) is an efficient extraction method characterized by its ease of use, 

scalability, higher reproducibility, shorter processing time, and reduced energy and solvent 

consumption. Due to this, UAE is widely used for extracting bioactive components in the food and 
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pharmaceutical industries (Wani and Uppaluri, 2022). This process has been shown to significantly 

enhance the extraction of phenolic compounds from various plant matrices (D’Alessandro et al., 2014). 

The application of statistical techniques for the enhancement of analytical methodologies has been 

progressively gaining ground. These methods, collectively known as multivariate analysis, offer several 

advantages, including the reduction in the number of required experiments, the minimization of reagent 

consumption, and the decrease in laboratory workload (Ferreira et al., 2007). 

Response surface methodology (RSM) is a widely used statistical tool for assessing the effects of multiple 

factors and their interactions on response variables. RSM requires fewer experimental trials to evaluate 

multiple parameters and their interactions, making it a time-efficient and cost-effective approach 

(Aybastıer and Demir, 2010; Aybastıer et al., 2013). 

The central composite design (CCD) and the Box-Behnken design (BBD) are two of the most frequently 

employed response surface methodology (RSM) designs for conducting a wide range of experiments. 

The BBD, which is a spherical and revolving design, is often used for optimizing chemical and physical 

processes due to its efficient design and reliable outcomes (Aybastıer et al., 2013). 

The use of ultrasound for the extraction of phenolic compounds from H. scoparia has not been 

documented in previous studies. Therefore, the objective of this research is to optimize ultrasound- 

assisted extraction parameters for total phenolic compounds and DPPH scavenging activity of this plant, 

using response surface methodology (RSM) approach and a Box-Behnken design (BBD). The extract 

obtained under the optimal extraction parameters has been used to assess other antioxidant activities, 

using various essays, and antibacterial activity against several bacterial strains. 

 

Materials and methods 
 

Plant material 

The leaves of H. scoparia were collected from Oued souf region, wilaya d'El Oued (Algeria) during March 

2021. H. scoparia plant was identified and authenticated by National higher agronomic school (NHAS) in 

Algiers, Algeria. The selected plant material was washed and then dried at 40 °C, and subsequently 

ground into a fine powder. The obtained sample was stored until further experimental analysis. 

 
Ultrasound-assisted extraction 

The extraction of phenolic compounds from H. scoparia was performed using an ultrasonic bath 

(frequency 40kHz, power generator 120 W) following the method described by Moussa et al. (2022). 

The ranges of the independent variables were estimated using a one-factor experiment as preliminary 

research. The experiments were carried out by mixing 1 g of plant powder with ethanol solvent 

(30 - 70%). The resulting mixture was subjected to extraction at varying temperatures (20-60 °C) and 

different extraction times (10-30 min), with a solvent-to-solid ratio ranging from 30 to 60 mL/g. After 

filtration, the liquid extracts were adjusted to the final volume using solvent extraction and stored at 

4 °C until further analysis for optimization and prediction (Table 1). 

 
Experimental design 

The present study employed a response surface methodology (RSM) approach and a Box-Behnken 

design (BBD) to investigate the effects of four independent factors (ethanol concentration (%), 

extraction time (min), solvent-to-solid ratio (mL/g), and temperature (°C)) on three response variables: 

total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC), and DPPH scavenging activity of H. scoparia 
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extract. For this, there are 27 experiments total in the BBD matrix. Table 1 presents the experimental 

design, the independent variables, and the related response values. 

The expression of the investigated responses as a function of the independent variables tested in the 

present work, was carried out by applying the generalized polynomial model of the second order 

according to the following formula: 

 
𝑘 𝑘 𝑘−1 𝑘 

𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖 𝑥𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖 𝑥2𝑖 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗 𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝑒 
𝑖=1 𝑖=1 𝑖=1 𝑗=2 

(1) 

Y: represents the response variable; xi and xj: represent the independent variables; β0, βi, βii and βij: 

represent the regression coefficients of linear, interaction and quadratic terms respectively, and e is the 

error. 

 
Table 1. Box-Behnken design (BBD) for observed and predicted values of TPC, TFC and DPPH activity of 

H. scoparia 

Variable levels  Observed values  Predicted values  

     TPC TFC DPPH TPC TFC DPPH 
Run x1 x2 x3 x4      

     (mg GAE/g) (mg QE/g) (mg AAE/g) (mg GAE/g) (mg QE/g) (mg AAE/g) 

1 50 20 45 40 72.37±1.51 2.65±0.09 39.62±0.76 71.23 2.56 40.01 

2 30 10 45 40 67.58±0.45 2.44±0.07 33.14±0.36 68.79 2.47 32.95 

3 30 20 60 40 80.18±0.43 2.79±0.09 37.94±0.52 77.63 2.84 38.19 

4 50 20 45 40 70.71±0.23 2.50±0.03 39.96±0.47 71.23 2.56 40.00 

5 50 30 60 40 75.96±0.35 3.13±0.12 40.86±0.28 79.02 3.23 41.09 

6 50 10 60 40 68.93±0.16 3.48±0.07 38.69±1.12 69.84 3.22 38.18 

7 70 20 45 60 86.89±0.19 2.88±0.14 27.92±0.20 86.09 2.90 27.98 

8 70 20 45 20 69.65±1.34 2.84±0.13 28.39±0.36 70.56 2.81 28.76 

9 50 20 60 60 78.17±0.56 3.38±0.11 41.52±0.80 77.96 3.44 42.01 

10 50 10 45 60 77.76±0.25 3.27±0.00 36.01±0.46 78.34 3.49 37.05 

11 50 20 45 40 70.60±0.39 2.53±0.06 40.42±0.90 71.23 2.56 40.00 

12 50 30 30 40 63.02±0.12 2.60±0.09 28.58±0.66 63.08 2.72 28.36 

13 50 10 30 40 61.48±0.91 2.80±0.11 29.63±0.06 59.38 2.57 28.67 

14 70 20 30 40 67.29±0.66 2.56±0.05 22.14±0.14 67.52 2.63 21.22 

15 50 30 45 20 78.42±0.32 3.77±0.08 39.99±0.27 75.52 3.68 38.28 

16 70 20 60 40 83.15±0.95 2.74±0.13 30.23±0.70 80.21 2.63 29.32 

17 50 20 60 20 76.56±0.21 2.91±0.03 41.56±0.08 78.28 3.07 42.01 

18 70 30 45 40 78.18±0.32 2.95±0.08 26.83±0.27 78.32 2.93 28.40 

19 30 20 45 20 71.96±1.42 2.79±0.16 34.54±0.57 73.73 2.64 33.75 

20 30 20 45 60 76.67±0.19 2.40±0.18 35.78±0.96 76.73 2.31 34.68 

21 30 30 45 40 75.40±0.54 2.49±0.05 29.19±1.11 74.29 2.41 30.75 

22 70 10 45 40 68.48±0.92 2.64±0.04 23.78±0.22 70.94 2.71 23.61 

23 50 10 45 20 62.85±1.23 2.58±0.13 35.24±0.33 59.79 2.75 36.01 

24 30 20 30 40 63.30±0.15 1.44±0.01 23.79±0.31 63.92 1.67 24.04 

25 50 20 30 60 74.72±1.02 2.53±0.01 30.02±0.02 74.35 2.37 30.96 

26 50 20 30 20 53.94±0.69 3.03±0.05 29.90±0.08 55.50 2.98 30.81 

27 50 30 45 60 74.76±0.23 2.74±0.10 38.81±1.08 75.50 2.70 37.38 

x1: Ethanol concentration (%); x2: Time (min); x3: Liquid-to-solid ratio (mL/g); x4: Temperature (°C); TPC: Total phenolic contents (mg 
GAE/ g DW); TFC: Total flavonoids content (mg QE/g DW); DPPH: DPPH˙ radical scavenging assay (mg AAE/g DW). 
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Total phenolic content (TPC) 

The phenolic compound content was determined following the method described by George and 

Bennett (2005). An aliquot of H. scoparia extracts (125 μL) was mixed with 625 μL of Folin-Ciocalteu 

solution. After two minutes’ reaction period, 500 μL of sodium carbonate (7.5%) was added. The mixture 

was incubated for 15 minutes at 50 °C, and the absorbance was then measured at 760 nm. The phenolic 

compounds content of H. scoparia was expressed as milligrams of gallic acid equivalent per gram of dry 

weight of plant (mg GAE/g DW). The calibration curve equation was y=10.125x + 0.0048, with an R² value 

of 0.9992. The gallic acid concentrations used for the calibration ranged from 0.02 to 1 mg/mL. 

 
Total flavonoids content (TFC) 

The total flavonoids content of H. scoparia extracts was assessed according to the method described by 

Serra Bonvehí et al. (2001). A volume of 1 mL of aluminum chloride (2%) was added to the same volume 

of H. scoparia extracts. After the incubation of 10 min, the absorbance was read at 430 nm. The flavonoid 

assay results were expressed as milligrams of quercetin equivalent per gram of dry weight of H. scoparia 

(mg QE/g DW). The calibration curve equation was Y = 35,335x + 0,0032, with an R² value of 0,9997. 

 
DPPH˙ radical scavenging activity 

The DPPH˙ radical scavenging activity of H. scoparia extract was assessed according to the method of 

Dudonne et al. (2009). To 50 µL of sample extracts were added 1.5 mL of DPPH˙ solution (60 M). The 

absorbance was measured at 515 nm after twenty minutes of incubation at 37 °C. The DPPH scavenging 

activity of H. scoparia extracts was expressed as milligrams of ascorbic acid equivalent per gram of dry 

weight (mg AAE/g DW). The equation of the ascorbic acid calibration curve was y=-7.475x + 0.7978, 

R2=0.9972. 

 
Evaluation of the antioxidant potential of H. scoparia optimal extract 

ABTS˙ radical scavenging activity 

The ABTS˙ scavenging activity of H. scoparia optimal extract was assessed following the method of Re et 

al. (1999) with slight modification. The ABTS˙ solution was prepared by mixing 2.45 mM of ABTS with 

7 mM of potassium persulfate, followed by incubation for 16 hours in the dark. The resulting solution 

was then mixed with ethanol to achieve an absorbance of 0.7 ± 0.02 at 734 nm. A volume of 50 μL of H. 

scoparia extract was added to 1.5 mL of the ABTS˙ solution. The absorbance was measured at 734 nm 

after 6 min of incubation. The percentage of ABTS˙ radical inhibition was calculated using the following 

formula: 

 

ABTS˙ radical scavenging activity = 
(𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡) 

∗ 100 
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

(2) 

Acontrol: is the absorbance of the control; Aextract: is the absorbance of the sample. 

The IC50 value indicates the concentration of extract needed to reduce the absorbance by 50% at 

734 nm. 

 
Ferric reducing power 

The ferric reducing power of the optimal H. scoparia extract was tested using the method of Oyaizu 

(1986). A volume of 1 mL of the sample was added to 2.5 mL of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 

2.5 mL of potassium ferricyanide solution (1%). The mixture was incubated at 50 °C for 20 minutes, 

followed by the addition of 2.5 mL of trichloroacetic acid (10%). The resulting solution was then 
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centrifuged at 3000 g for 10 minutes. A volume of 2.5 mL from the supernatant was diluted with 1 mL 

of distilled water, and 0.5 mL of ferric chloride solution (0.1%) was added. The absorbance was measured 

at 700 nm. The ferric reducing power was expressed as milligrams of ascorbic acid equivalent per gram 

of lyophilized extract (mg AAE/g dry extract) according to equation (3). 

 
𝑐(mg AAE/mL) 

Ferric reducing power(mg AAE/g dry extract) = 
𝑐(g /mL) 

(3) 

Where c(mg AAE/mL) and c(g/mL) are the antioxidant activity calculated from the standard curve and 

the concentration of lyophilized extract respectively. The equation of the calibration curve was 

y=5.0283x + 0.0159, with an R2 value of 0.9951. 

 
Molybdate reducing activity 

The molybdate reducing activity of H. scoparia extract was determined by the method of Prieto et al. 

(1999). An aliquot of 0.3 mL of sample was added to 3 mL of a reagent mixture containing sodium 

phosphate (28 mM), sulfuric acid (0.6 M), and ammonium molybdate (4 mM). The reaction mixture was 

incubated at 95 °C for 90 minutes. The absorbance was then measured at 695 nm. The reducing activity 

of molybdate is expressed as equivalent milligrams of ascorbic acid per gram of lyophilized extract 

(mg AAE/g dry extract) (Eq. 3). The ascorbic acid calibration curve was y = 2.1339x + 0.0277, R2=0.9988. 

 
Antimicrobial activity 

Microbial strains 

In this study, the antibacterial activity of H. scoparia extract was evaluated against five bacterial strains, 

obtained from the Laboratory of Microbial Ecology (University Abderrahmane Mira Bejaia, Algeria). The 

bacterial strains selected for this study are Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia BAR 32, 

Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633, and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

ATCC 43300 (MRSA). These strains were chosen due to their clinical significance and prevalence in 

healthcare settings. 

 
Well diffusion method 

The well diffusion method, as described by Zeidan et al. (2013), was employed to assess the antibacterial 

activity of the H. scoparia extract obtained with the optimal extraction parameters. For this, Petri plates 

containing Mueller Hinton agar medium, previously inoculated with a bacterial suspension, were utilized 

to create wells with a diameter of 6 mm. A volume of 50 µL of the plant extract, with a concentration of 

50 mg/mL was added to each well. The negative control was prepared using the solvent dimethyl 

sulfoxide (DMSO), while the positive controls were tetracycline (TE) and ciprofloxacin (CIP). The 

inoculated Petri plates were incubated at 37 °C for 24 hours. The antimicrobial activity of the H. scoparia 

extract was evaluated by measuring the zone of inhibition against the tested bacteria. The results were 

expressed in millimeters (mm). 

 
Minimum inhibitory concentration (MIC) 

The method used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of H. scoparia extract 

consists of dilution followed by diffusion on an agar medium (Mueller Hinton) (Metrouh-Amir et al., 

2015). 

The minimum inhibitory concentration of H. scoparia extract was determined using a series of six 

concentrations: 25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.13 mg/mL, 1.56 mg/mL and 0.78 mg/mL. Once 
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the plates had been seeded, the wells (6 mm) were filled with 50 μL of each dilution of the selected 

extract. The plates were then incubated at 37 °C for 18 to 24 hours, after which two hours of diffusion 

at 4 °C had taken place. The results were represented by the diameters of the zones of inhibition and 

expressed in millimeters (mm). 

 
Statistical analyses 

The experimental design was carried out using JMP 13 software (statistical analysis system, Inc. SAS). 

Each experiment was conducted in triplicate. To ascertain the significance of the model and regression 

coefficients, an analysis of variance (ANOVA) was performed. The significance of the regression 

coefficients was determined using the Student's test. The antioxidant activity graphs were created using 

the GraphPad Prism 8.0.2 program. 

 

Results and discussion 
 

Extract yields 

Model parameter estimation 

This study was devoted to studying the effects of ultrasound-assisted extraction parameters on total 

phenolic content, total flavonoid content, and DPPH activity of H. scoparia, using the response surface 

methodology. This methodology offers significant advantages over traditional single-parameter 

optimization, providing an effective alternative for the optimization of phenolic compound extraction 

with a reduced number of experiments, leading to cost savings and reduced analysis time (Böhmer-Maas 

et al., 2020). The extraction factors selected for this study were based on the findings of previous 

research, which indicated that temperature, time, solvent concentration, and solvent/solid ratio were 

the most effective parameters for extracting phenolic compounds (Che Sulaiman et al., 2017; 

Elboughdiri, 2018). The Box-Behnken design (BBD) was applied to determine the effect of solvent 

concentration (𝑥1), temperature (𝑥2), time (𝑥3), and liquid-to-solid ratio (𝑥4) on total phenolic 

compounds content (TPC), total flavonoids content (TFC), and DPPH activity (Table 1). The regression 

models for TPC, TFC and DPPH activity are presented in equations 4, 5 and 6. 

 
TPC (mgGAE⁄gDw) = 71.23 + 1.54 x1 + 3.22 x2 + 6.60 x3 + 4.63 x4 + 3.13 x1x4 − 4.64 x2x4 − 4.80 x3x4 

+ 3.17 x2 + 2.37 x2 
1 4 

(4) 

 

 
FC (mgQE⁄gDw)=2.55+0.18 x1+ 0.29 x3- 0.29 x1x3- 0.43 x2x4 + 0.24 x3x4 – 0.20 x2 + 0.28 x

2 + 0.31 x
2 

1 2 4 
(5) 

 

 
DPPH activity (mgAAE⁄gDw) 

= 39.66 − 2.92 x1 + 5.56 x3 + 1.74 x1x2 − 1.51 x1x3 − 8.47 x2 – 2.59 x2 − 3.32 x2 
1 2 3 

(6) 

 
The analysis of the results revealed that the phenolic compound and flavonoid contents, as well as the 

DPPH activity, exhibited variations according to the extraction conditions tested. The phenolic 

compound content obtained varies from 53.94 to 86.89 mg GAE/g DW. The flavonoid content is between 

1.44 and 3.77 mg EQ/g DW. In terms of DPPH activity, the values obtained range from 22.14 to 

41.56 mg EAA/g DW (Table 1). The statistical analysis of the results demonstrated that the parameters 

tested had varying effects on the variables under study (TPC, TFC, and DPPH activity) (Table 2). In this 

study, all factors have a positive linear effect on total phenolic compound extraction. Regarding 
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Adj. 

flavonoids, the factors that showed a significant linear effect are the ethanol concentration and the 

solvent-to-solid ratio. For the antioxidant activity represented by the DPPH˙ radical scavenging assay, 

the ethanol concentration was found to have a positive linear effect, while the liquid-to-solid ratio 

exhibited a negative linear effect. The results revealed that the interaction between the concentration 

of ethanol and the extraction temperature had a positive impact on the contents of phenolic 

compounds. However, this interaction did not have a notable effect on the total flavonoid content or 

DPPH activity. It has been demonstrated that interactions between time and extraction temperature, as 

well as between solvent-to-solid ratio and extraction temperature, have a negative impact on the total 

phenolic compound content. The interactions between time and temperature, and between solvent 

concentration and liquid-to-solid ratio had a negative effect on flavonoids content. Conversely, the 

interactions between solvent-to-solid ratio and temperature had a positive effect. The interactions 

between liquid-to-solid ratio and solvent concentration, and between time of extraction and solvent 

concentration, respectively, had a negative and positive effect on DPPH activity. Regarding the quadratic 

effects, the phenolic compound content was positively influenced by the ethanol concentration and the 

temperature. The quadratic effect of ethanol concentration was found to be negative on total flavonoid 

content and DPPH activity. The quadratic effects of time extraction and liquid-to-solid ratio had a 

negative impact on DPPH activity. However, the quadratic effects of time and temperature had a positive 

effect on total flavonoid content. In this work, the high values of R-squared for the tested model 

(0.95 and 0.81; 0.91 and 0.81; 0.97 and 0.95 for R2 and Adj. R2 for TPC, TFC, and DPPH respectively) 

indicate a remarkable correlation between the values found in the present study and those predicted. 

In a good statistical model, the adjusted R2 value should be comparable to the R2 value, which is the 

case in our results. When the coefficient of determination R2 is equal to or higher than 80%, the model 

is judged good (Fadil et al., 2021). The adequacy of the model is determined essentially by the adjusted 

R-square (R2  ) (Zakaria et al., 2021). 

 
Table 2. Regression results and analysis of variance for the experimental results 

TPC TFC DPPH 
 Source Estimation Prob. > F Estimation Prob. > F Estimation Prob. > F 
 X1 1.5465333 0.0463* 0.1888042 0.0041* -2.92344 <.0001* 
 X2 3.2213025 0.0006* 0.03926 0.4766 0.6489417 0.1005 
 X3 6.5992142 <.0001* 0.2901958 0.0002* 5.5612433 <.0001* 
 X4 4.63285 <.0001* -0.06049 0.2797 0.0347583 0.9256 
Estimated parameters X1 X2 0.4713 0.7027 0.068675 0.4724 1.749175 0.0170* 

 X1 X3 -0.255625 0.8357 -0.291173 0.0084* -1.515295 0.0336* 
 X2 X3 1.3722325 0.2773 -0.036875 0.6973 0.806225 0.2260 
 X1 X4 3.133225 0.0233* 0.1047 0.2801 -0.42895 0.5100 
 X2X4 -4.642625 0.0023* -0.43016 0.0006* -0.483375 0.4589 
 X3 X4 -4.7934 0.0018* 0.24375 0.0218* -0.0403 0.9502 
 

2 
X1 3.1740029 0.0103* -0.209327 0.0227* -8.475332 <.0001* 

 
2 

X2 -1.314776 0.2319 0.2823446 0.0042* -2.590384 0.0005* 
 

2 
X3 -2.081026 0.0695 0.0921233 0.2728 -3.326382 <.0001* 

 
2 X4 2.3762029 0.0420* 0.3125696 0.0021* -0.225759 0.6871 

Regression results R2 0.950063 0.914878 0.979965 
 𝑅2 

𝐴𝑑𝑗 0.891803 0.815569 0.956592 
 RMSE 2.41136 0.185109 1.263332 
 C.V(%) 3.34 6.66 3.77 
 ANNOVA <.0001* 0.0002* <.0001* 
 Lack of fit 0.1343 0.1431 0.0813 

x1: Ethanol concentration (%); x2: Time (min); x3: Solvent-to-solid ratio (mL/g); x4: Temperature (°C); TPC: Total phenolic 
contents (mg GAE/ g DW); TFC: Total flavonoids content (mg QE/g DW); DPPH: DPPH˙ radical scavenging assay (mg AAE/g 
DW). 
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The obtained coefficients of variation (C.V%) of TPC, TFC, and DPPH activity were 3.34, 6.66, and 3.77% 

respectively. If a coefficient of variation (C.V%) exceeds 10%, the average value presents significant 

variations and the response model developed is not sufficiently adequate (Dahmoune et al., 2015). 

Therefore, the reproducibility of the models in the present study was satisfied by the obtained results. 

The model's fitness was examined using a lack of fit test, which indicated the ability of the model to 

correctly predict its variability. The lack of fit of the response surface prediction model is not significant 

with a p-value less than 0.05, and the model is considered fit with a p-value greater than 0.05 (Kong et 

al., 2010). In the present study, the lack of fit values of the phenolic compounds content, flavonoids 

content, and DPPH scavenging activity of H. scoparia are 0.1343, 0.1431, and 0.0813, respectively. The 

validity of the models is carried out by analyzing the lack of fit. Accordingly, the model is considered to 

be an accurate representation of the actual data if the p-value is determined to be insignificant and 

greater than 0.05 (Zakaria et al., 2021). The quadratic polynomial models produced in this study were 

found to be accurate and reliable in predicting the corresponding responses. 

 
Analysis of response surfaces 

In this work, in order to study the interactive effects of the independent variables tested and their 

mutual interaction on phenolic compound content, flavonoids content, and DPPH activity, three- 

dimensional response surface profiles of multiple non-linear regression models were depicted. 

The effect of the interaction effects of ethanol concentration, time, liquid-to-solid ratio, and 

temperature extraction on the total phenolic content of H. scoparia was illustrated in Figure 1. 

The interaction between ethanol concentration and temperature exerted an exponential effect on total 

phenolic content (Figure 1(a)). 

Increasing extraction time improves the yield of phenolic compounds at low temperatures, the optimal 

value (80 mg GAE/g DW) was found at 20 °C after 30 min of extraction (Figure 1(b)). Extraction of 

phenolic substances is more effective with longer extraction periods (Santos-Buelga et al., 2012). This 

can be attributed to the fact that extending the ultrasonic extraction time allows for greater penetration 

of the solvent, which in turn facilitates the release and solubility of various substances from the raw 

materials, which favours the extraction of higher quantities of phenolic compounds (Hachani et al. 

2020). The yield of phenolic compounds increases with increasing temperature after a short extraction 

time. An estimated 82 mg GAE/g DW was attained at 60 °C after 10 minutes. The high temperature leads 

to an increase in the extraction rate by promoting the rate of mass transfer by promising the solubility 

of the solute (Prasad et al., 2012). The obtained results show that the exposure to elevated temperatures 

for over ten minutes resulted in a notable decline in total phenolic content, which could be explained by 

the fact that these compounds are degradable at high temperatures. 

Figure 1 (c) reveals that the interaction between the temperature and the liquid-to-solid ratio exerted 

an inversely proportional effect on total phenolic content, with approximate values of 80 mg GAE/g DW 

and 75 mg GAE/g DW, using a ratio of 60 mL/g at 20 °C and 30 mL/g at 60 °C, respectively. The total 

phenolic content increases in line with the solvent-to-solid ratio at low temperature. The content of 

bioactive compounds increases with the volume of extraction solvent, due to the fact that phenolic 

compounds are more soluble in higher volumes of solvent than in lower volumes (Silva et al., 2007). The 

high liquid-to-solid ratio provides high mass transfer phenomena (Al-Farsi and Lee, 2008; Chaalal et al., 

2012), which confirmed the obtained results. 

The effects of interactions between ethanol concentration and liquid-to-solid ratio, between time and 

temperature and between solvent-to-solid ratio and temperature on total flavonoids of H. scoparia were 

represented in Figure 2. 

 

 
226 



Croat. J. Food Sci. Technol. (2024) 16 (2) 218 - 235 
 

 

 

Figure 1. Response surface plots illustrating UAE factors influence the TPC of H. scoparia 

(a) Interaction temperature - ethanol concentration; (b) Interaction temperature - time; (c) Interaction temperature - solvent- 

to-solid ratio 

 

Figure 2. Response surface plots illustrating UAE factors influence the TFC of H. scoparia 

(a) Interaction temperature - time; (b) Interaction solvent-to-solid ratio - temperature; (c) Interaction solvent-to-solid ratio - 

ethanol concentration 

 

Figure 3. Response surface plots illustrating UAE factors influence the antioxidant activity of H. scoparia 

(a) Interaction time - ethanol concentration; (b) Interaction solid-to-liquid ratio - ethanol concentration 
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Figure 3 illustrates the impact of ethanol concentration and solvent-to-solid ratio, solvent concentration 

and liquid-to-solid ratio on the DPPH activity of H. scoparia. The inhibition of DPPH increases with the 

liquid-to-solid ratio at ethanol concentrations below 50%. The results demonstrate that the DPPH 

activity is significantly influenced by the liquid-to-solid ratio and ethanol concentration, with highly 

significant linear and quadratic interaction effects (p < 0.0001*), as illustrated in Table 2. 

The predicted values for the optimal TPC, TFC, and DPPH activity were verified experimentally. The 

optimal parameters were found to be a time of 30 min, a temperature of 20 °C, an ethanol concentration 

of 46.95%, and a liquid-to-solid ratio of 60 mL/g (Figure 4). The results demonstrate that under these 

optimal  conditions,  the  values  for  TPC,  TFC,  and  DPPH  activity  were  81.39,  3.48,  and 

42.44 mg EAA/g DW respectively (Table 3, Figure 4). 

 
Table 3. Optimal conditions and appropriate response using UAE 

Factors Optimal conditions 

Ethanol concentration (%) 46.96 

Time (min) 30 

Solvent-to-solid ratio (mL/g)) 60 

Temperature (°C) 20 

Results Obtained Values 

TPC (mg GAE/g DW) 81.39±0.81 

TFC (mg QE/g DW) 3.48±0.15 

DPPH scavenging (mg AAE/g DW) 42.44±0.39 

 

 

Figure 4. Prediction profile of H. scoparia extract using UAE 

 

Antioxidant activity of H. scoparia 

The extract obtained using the optimal extraction parameters was used to evaluate the ferric and 

molybdate reducing activities, and the ABTS activity. 

The results of the ABTS activity of H. scoparia extract, showed that the percentage of the ABTS˙ radical 

inhibition increases with the extract concentration. The highest percentage of inhibition (93.81%) was 
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observed at a concentration of 1 mg/mL. The IC50 value for the H. scoparia extract was found to be 

0.41 mg/mL (Figure 5). 
 
 

 

 
Figure 5. ABTS scavenging activity of H. scoparia extract 

 

The results in Figure 6 show that the ferric and molybdate reducing activities of the studied extract 

increase in line with the concentration tested. The H. scoparia extract demonstrated a greater 

molybdate reduction activity than ferric at all tested concentrations. The highest levels of molybdate 

and ferric reducing activities were recorded at 1 mg/mL, with values of 31.46 and 16.10 mg AAE/g dry 

extract, respectively. 

 

 

 
Figure 6. Ferric and molybdate reducing activities of H. scoparia extract. 

 

 

This study revealed that H. scoparia extract inhibited free radicals DPPH˙ and ABTS˙, and reduced ferric 

and molybdate in different mechanisms. 

Antioxidant compounds act through several chemical mechanisms: hydrogen atom transfer, single 

electron transfer, and the ability to chelate transition metals (Santos-Sánchez et al., 2019; Teng et al., 

2014). This justifies the results of the present study. 

The research conducted by Bouaziz et al. (2016) confirmed that the ethanolic extract of H. scoparia 

demonstrated both DPPH radical inhibitory activity and molybdate reducing activity. The study 
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conducted by Benkherara and Bordjiba (2018) demonstrated that the same plant exhibited DPPH and 

ABTS scavenging activities, as well as ferric reducing power, which justifies the obtained results. 

 
Antibacterial essay 

The antibacterial activity of the optimal extract was evaluated using the agar dilution method against 

Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia BAR 32, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 6633, and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA). 

According to the findings, H. scoparia extract exhibited antibacterial activity against all of the tested 

bacterial strains, with the exception of Escherichia coli ATCC 25922 (Table 4). The results indicated that 

the optimal extract had the highest inhibitory effects against MRSA strain and Salmonella sp., with 

inhibition zone diameters of 16 mm. Klebsiella pneumonia BAR 32 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 

6633 were also inhibited by the extract, with inhibition zones of 13.66 mm and 12.33 mm, respectively. 

The statistical study of the antibacterial activity results revealed that no significant difference was found 

between the zones of inhibition of MRSA strain and salmonella sp. strain, and between the zones of 

inhibition of Klebsiella pneumonia BAR 32 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633. 

The results of this study showed that the highest antibacterial activities were exerted by the Ciproflaxin 

(CIP) standard, followed by those of the H. scoparia extract, while the lowest activities were exerted by 

the Tetracycline standard (TE). 

 
Table 4. Antimicrobial activity of H. scoparia extract (mm) 

Escherichia 
coli 

ATCC 25922 

Klebsiella 
pneumonia 

BAR 32 

Salmonella 
sp. 

Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 6633 

MRSA 
ATCC 43300 

H. scoparia extract ̶ 13.66±0.57b 16±1.00a 12.33±1.52b 16±1.00a 

Tetracycline (TE) 10 9 10 ̶ ̶ 

Ciproflaxin (CIP) 30 36 30 28 34 

— Not detected      

 

The larger zones of inhibition observed in these cases could be attributed to the high levels of phenolic 

compounds and flavonoids found in H. scoparia extract. Polyphenols have been recognized for their 

potential antibacterial properties (Bouarab Chibane et al., 2019). Among polyphenols, flavonoids have 

been widely studied and shown to exert antibacterial effects through multiple mechanisms. Firstly, 

flavonoids can directly kill bacteria by disrupting the bacterial membrane, inhibiting cellular respiration, 

or interfering with DNA replication. Secondly, they can also enhance the activity of antibiotics by 

increasing their potency or reversing antibiotic resistance in bacteria (Xie et al., 2017). These results 

suggest that H. scoparia extract has a potential as a natural antibacterial agent and that its efficacy may 

be related to its phenolic compound content. The role of phenolic compounds in various plant extracts 

has been the focus of extensive research, owing to their beneficial health properties (Kalili and de 

Villiers, 2011). Our study revealed the presence of polyphenols and flavonoids in the plant extract under 

investigation, indicating its potential antibacterial activity against pathogenic bacteria. These findings 

are consistent with earlier research that suggests the plant's ability to combat gram positive and gram 

negative organisms (Metrouh-Amir et al., 2015). 

The study by Nounah et al. (2019) provides evidence that the ethanolic extract of H. scoparia exhibits 

antimicrobial activity against Klebsiella pneumonia BAR 32 and Salmonella sp. Similarly, the study 

conducted by Drioichea et al. (2019) reported antibacterial activity of H. scoparia extract against 
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Klebsiella pneumonia BAR 32, Salmonella sp. and Pseudomonas aeruginosa. These findings support the 

justification for the obtained results. 

 
Minimum inhibitory concentration (MIC) 

A low MIC signifies strong antibacterial activity (Coulidiati et al., 2009). The minimum inhibitory 

concentration of H. scoparia extract was assessed against Klebsiella pneumonia BAR 32, Salmonella sp., 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633, and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 

(MRSA) (Table 5). The extract showed a MIC of 12.5 mg/mL against Klebsiella pneumonia BAR 32, 

Salmonella sp. and MRSA. Regarding Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633, the MIC was 25 mg/mL. 

 
Table 5. Results of minimum inhibitory concentrations (MICs) in mg/mL of H. scoparia extract 

Bacteria strains H. scoparia extract 

Klebsiella pneumonia BAR 32 12.5 

Salmonella sp. 12.5 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633 25 

MRSA ATCC 43300 12.5 

 

Conclusions 
 

The Box-Behnken design (BBD) was used to optimize the experimental variables in order to enhance the 

extraction of phenolic compounds and antioxidant activity of H. scoparia. Data analysis revealed that 

the phenolic compound, flavonoid contents and DPPH activity of H. scoparia were significantly (p<0.05) 

affected by the extraction parameters tested (time, temperature, solvent to-solid ratio and solvent 

concentration). The obtained experimental results were rather similar to the anticipated results. This 

supports the validity of the selected experimental design. The present study revealed that H. scoparia 

extract, obtained under optimal extraction conditions, exhibited DPPH and ABTS inhibitory activities, 

and ferric and molybdate reducing powers. The antibacterial activity results showed that H. scoparia 

extract inhibited all bacterial strains tested except Escherichia coli. 
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 Résumé   

La présente étude a été consacrée à la détermination de l'effet de plusieurs paramètres d’extraction sur la teneur en 

polyphénols totaux et sur l'activité anti-radicalaire de Hammada scoparia, en utilisant la méthodologie de surface de réponse 

(MSR) et du plan de Box-Behnken (BBD). Les extraits obtenus avec les paramètres optimaux ont été utilisés pour évaluer 

l’activité antioxydante en utilisant plusieurs tests, l’activité antibactérienne contre plusieurs souches, et la capacité des 

extraits de la plante étudiée à augmenter la stabilité à l’oxydation d'une huile végétale. Enfin, une caractérisation des 

composés phénoliques des extraits optimisés a été réalisée par chromatographie liquide en tandem haute résolution-

spectrométrie de masse (UHPLC MS/MS) et par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR).  

Les résultats obtenus ont a révélé que les extraits de H. scoparia ont permis d’inhiber les radicaux libres DPPH et ABTS et 

de réduire le fer et le molybdates d'une manière significative. Les résultats de l’activité antibactérienne ont montré que la 

Ciproflaxine a exercé un effet antibactérien pus important que celui exercé par l'extrait obtenu par EAU, puis celui de 

l’extrait préparé par macération, à celui exercé par la Tétracycline (TE). Concernant l’étude de la stabilité à l’oxydation d'une 

huile végétale, les extraits de H. scoparia ont montré une efficacité significative à protéger les lipides contre l’oxydation.   

Cette recherche contribue à une meilleure compréhension des conditions optimales d’extraction des polyphénols et à la 

valorisation des ressources naturelles sahariennes. 

Mot clés : Hammada scoparia, Optimisation, Activités biologiques, UHPLC MS/MS, FTIR. 

Absract 

 The present study focused on determining the effect of various extraction parameters on the total polyphenol content and the 

radical scavenging activity of Hammada scoparia, using response surface methodology (RSM) and the Box-Behnken design 

(BBD). Extracts obtained under optimal conditions were used to evaluate antioxidant activity through multiple assays, 

antibacterial activity against several bacterial strains, and the ability of the plant extracts to enhance the oxidative stability of 

a vegetable oil. Finally, the characterization of polyphenolic compounds in the optimized extracts was performed using ultra-

high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) and Fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR). 

The results revealed that H. scoparia extracts significantly inhibited DPPH and ABTS free radicals and exhibited strong 

ferric and molybdate reducing power. The antibacterial activity results showed that ciprofloxacin exhibited a stronger 

antibacterial effect than the extract obtained by ultrasound-assisted extraction (UAE), followed by the maceration extract, and 

then tetracycline (TE). Regarding the oxidative stability of vegetable oil, H. scoparia extracts demonstrated significant 
efficacy in protecting lipids from oxidation. 

This research contributes to a better understanding of the optimal conditions for polyphenol extraction and highlights the 
valorization of Saharan natural resources. 

Keywords: Hammada scoparia, Optimization, Biological Activities, UHPLC-MS/MS, FTIR. 

 

 لملخصا

 تتمحور هذه الدراسة حول تحديد تأثير مختلف معايير الاستخراج على المحتوى الكلي من البوليفينول والنشاط المضاد للجذور الحرة لنبات

Hammada scopariaوذلك باستخدام منهجية استجابة السطح ، (RSM) وتصميم Box-Behnken (BBD).  ًتم استخدام المستخلصات المحضرة وفقا

إلى قدرة مستخلصات  للظروف المثلى لتقييم النشاط المضاد للأكسدة باستخدام اختبارات متعددة، والنشاط المضاد للبكتيريا ضد عدة سلالات بكتيرية، بالإضافة

لفينولية في المستخلصات المثلى باستخدام كروماتوغرافيا سائلة عالية الأداء النبات على تحسين الاستقرار التأكسدي لزيت نباتي. وأخيرًا، تم تحليل المركبات ا

 .(FTIR) وتقنية التحليل الطيفي بالأشعة تحت الحمراء بتحويل فورييه (UHPLC-MS/MS) مقترنة بمطياف الكتلة

وتقليل الحديد والموليبدات بشكل ملحوظ. كما بينّت  ABTSو DPPH تمتلك قدرة كبيرة على تثبيط الجذور الحرة  H.scoparia أظهرت النتائج أن مستخلصات

، يليه المستخلص (UAE) النتائج أن السيبروفلوكساسين أظهر تأثيرًا مضادًا للبكتيريا أقوى من المستخلص المستخرج بتقنية الاستخراج بالموجات فوق الصوتية

فعالية كبيرة في حماية  H. scopariaرار الزيت النباتي ضد الأكسدة، فقد أظهرت مستخلصات أما فيما يخص استق .(TE) المحضّر بطريقة النقع، ثم التتراسيكلين
 الدهون من الأكسدة

 .تساهم هذه الدراسة في تحسين فهم الظروف المثلى لاستخراج البوليفينولات وتبرز أهمية تثمين الموارد الطبيعية الصحراوية 

 .UHPLC-MS/MS ،FTIRتحسين الاستخراج، الأنشطة البيولوجية،  ،Hammada scoparia :الكلمات المفتاحية
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