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Résumé

Ce travail vise a optimiser les conditions d'extraction des polyphénols a partir des
feuilles du cyprés (Cupressus sempervirens L.) par macération dans le méthanol, en utilisant
le plan composite centré (PCC). Les facteurs choisis pour I'optimisation sont la concentration
de poudre vegétale dans le méthanol et le temps de macération. Les résultats ont permis de
déterminer les conditions optimales pour maximiser la teneur des extraits en polyphénols
totaux. L'extraction optimale a été atteinte avec une teneur de 152 mg EAG/g, obtenue avec

une concentration de poudre de 12,67% et un temps d'extraction de 7,28 heures.

L'extrait méthanolique ainsi optimisé a ensuite été soumis a des tests phytochimiques, révélant
la présence de polyphénols, d'alcaloides, de mucilages, de coumarines et de tanins, mais

I'absence de stérols.

Concernant le pouvoir antibactérien de I'extrait optimise, les tests ont montré une activité
importante contre la souche Klebsiella pneumoniae. Pour Escherichia coli, I'extrait concentré
(100mg/ml) a également démontré un effet notable. En revanche, une sensibilité relativement

faible a été observée pour les souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Mots clés: Cupressus sempervirens L., polyphénols, plan composite centré, tests
phytochimique, pouvoir antibactérien.



Abstract

This study aims to optimize the extraction conditions of polyphenols from the cypress
tree leaves (Cupressus sempervirens L.) through maceration in methanol, using the central
composite design (CCD). The chosen factors for optimization were the plant
powder/methanol concentration and the maceration time. The results allowed to determine the
optimal conditions to maximize the polyphenol content. The optimal extraction was achieved
with a polyphenol content of 152 mg GAE/g, obtained with a powder-to-solvent concentration

of 12.67% and an extraction time of 7.28 hours.

The optimized methanolic extract was then subjected to phytochemical tests, revealing the
presence of polyphenols, alkaloids, mucilages, coumarins, and tannins, but the absence of

sterols.

Regarding the antibacterial activity of the optimized extract, tests showed a significant
activity against the Klebsiella pneumoniae strain. For Escherichia coli, the concentrated
extract (100mg/ml) also demonstrated a notable effect. However, relatively low sensitivity

was observed for the Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains.

Keywords: Cupressus sempervirens L., polyphenols, central composite design,
phytochemical tests, antibacterial activity.
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Introduction générale -

Les plantes médicinales représentent a la fois des produits finis destinés a la

consommation et des matieres premiéres pour l'extraction de substances actives.
Actuellement, une part significative de la recherche scientifique se concentre sur I'étude des
molécules antioxydantes d'origine naturelle. Parmi celles-ci, les polyphénols, des composés
largement répandus dans le régne végétal, suscitent un intérét croissant en raison de leurs
effets bénéfiques sur la santé (Boucifet al., 2023). Ils sont également prisés comme additifs
dans diverses industries telles que l'agroalimentaire, la médecine, la pharmacie et la
cosmétique (Suhaj, 2006). Leur structure leur confére une activité antioxydante remarquable,

comparable a celle des vitamines C et E (Boucifet al., 2023).

La méthode d'extraction des composants bioactifs a partir des matériaux végétaux joue un réle
crucial dans leur isolement et leur purification. Les étapes nécessaires pour obtenir un extrait
végétal incluent la réduction de la taille, I'extraction, la filtration, la concentration et le
séchage (Azmiret al., 2013 ; Zivkoviéet al., 2018). Parmi les diverses méthodes d'extraction
des polyphénols, la macération est privilégiée pour la détermination des composés
polyphénoliques en raison de sa simplicité, de son installation expérimentale minimale, de son

faible co(t et de son caractére respectueux de I'environnement (Cujiéet al., 2016).

Les polyphénols sont largement présents dans le regne végétal (Torreggianiet al., 2005).Le
cypres, dont les parties sont riche en composés phénoliques et en huiles essentielles (Ben
Nouri et al., 2015), est une plante médicinale et ornementale trés courante en Algérie
(Bouyahyaoui, 2017), ses parties sont largement utilisées dans les remédes populaires pour
soulager les maux de téte, les symptdomes du rhume, la toux et la bronchite (Ben Nouri et al.,
2015).

Dans ce contexte, notre travail vise a optimiser une méthode d'extraction des composés
phenoliques a partir des feuilles de Cupressus sempervirens L. par un systeme d'extraction
simple, fiable et économique, permettant d'obtenir un rendement satisfaisant en polyphénols.
Pour atteindre cet objectif, les conditions d'optimisation (concentration poudre/solvant, temps)
ont été soumises a une analyse statistique en utilisant un plan d'expeériences factoriel complet ;

le plan composite centré.
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L'extrait optimisé, présentant une teneur optimale en polyphénols, a ensuite été soumis a des

tests phytochimiques pour identifier les groupes chimiques présents, ainsi qu'a un test du
pouvoir antibactérien afin de mieux comprendre les effets thérapeutiques de la poudre

végétale étudiée.

Notre mémoire se compose de deux grandes parties : La premiere offre un apercu
bibliographique sur les polyphénols, les techniques de leur extraction, et présente I'espece
Cupressus sempervirens L. ainsi que ses propriétés pharmacologiques et ses divers usages. La
deuxiéme partie, la partie expérimentale, décrit le déroulement de I'optimisation statistique,
les différents tests utilisés lors du criblage phytochimique, ainsi que la méthode d'évaluation
de l'activité antimicrobienne. Elle expose ensuite l'interprétation des résultats obtenus et leur

discussion.
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Chapitre 1 : Présentation de I’espéce « Cupressus sempervirens L. » -

1 . Présentation de la plante

Cupressus sempervirens L., connu sous le nom de cypres méditerranéen ou cypres
commun, est un conifére a feuilles persistantes de taille moyenne caractérisé par une forme de
couronne tres variable, un feuillage vert foncé et de petits cdnes bruns ovoides. Ses habitats
naturels sont les montagnes semi-arides autour du bassin méditerranéen oriental et du Moyen-
Orient. Cependant, comme il a une longue tradition de culture depuis I'époque des
civilisations anciennes (Caudullo et Rigo, 2016). Le genre Cupressus(Cupressaceae) se
compose de douze especes reparties en Amérique du Nord, dans le Bassin Méditerranéen et

en Asie subtropicale a haute altitude (Rawatet al.,2010).

C.sempervirens est considéré comme un arbre meédicinal, car ses feuilles séchées sont utilisées
pour les douleurs d'estomac et pour traiter le diabéte, et ses fruits séchés sont utilisés pour
traiter I'inflammation, les maux de dents et la laryngite, ainsi que comme contraceptif et
astringent (Mascoloet al., 1987). De plus, ses graines séchées ont été utilisées pour traiter les
blessures, les ulceres, les ecchymoses, les plaies, les boutons, les pustules, les éruptions
cutanées et I'érysipele, et ’huile essentielle des feuilles et des cones est utilisée en externe
pour les maux de téte, les rhumes, la toux et la bronchite. En ce qui concerne ses avantages
médicinaux et pharmacologiques, C.sempervirens est largement utilisé comme ingrédient
cosmétique en parfumerie et pour la fabrication des savons, ycompris son huile essentielle

distillée a partir des pousses(Usher, 1974).

2 . Nomenclature

Les noms attribues au Cupressus sempervirens L. sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Nomenclatures de la plante Cupressus sempervirens L. (Rahmani, Z. (2022)

Nom scientifique Cupressus sempervirens L
Nom arabe Fpml
Nom vernaculaire Sarwel
Nom frangais Cypres d’Italie, cypres toujours vert.
Nom anglais Italian cypress, ever green cypress.



Chapitre 01 : Présentation de la plante « Cupressus sempervirens L. » -

3 . Taxonomie

L’espéce Cupressus sempervirens L.est classée comme suit (AL-snafi, 2016):

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous Embranchement : Gymnospermes
e Classe: Pinopsida.

e Ordre : Pinales.

e Famille : Cupressaceae.

e Genre : Cupressus.

e [Espece: sempervirens.

4 . Description botanique

Cupressus sempervirens est un arbre qui peut atteindre jusqu'a 30 metres de hauteur.
Les feuilles mesurent de 0,5 a 1 mm, sont de couleur vert foncé et obtuses. Les cones males
font de 4 & 8mm, les femelles de 25 a 40 mm. lIs sont elliptiques-oblongs (rarement
globuleux), verts lorsqu'ils sont jeunes et d'un jaune gris brillant une fois mars, avec 8 a 14

écailles courtes et obtuses. Chaque caille porte de 8 a 20 graines (IUCN. 2005).

4.1 . Appareil végetatif

e Les feuilles : C.sempervirens est un coniféere a feuillage persistant. Sur de courtes
branches, de petites feuilles glanduleuses, squami formes, vert fonce, et aromatiques, sont

disposées en au moins quatre rangs avec des pointes émoussé.

Figure 1 : Feuilles de Cupressus sempervirens (Frezza et al., 2022)
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e Les fleurs: Les fleurs males sont jaunes a brun clair, riches en pollen allergéene (de
février a début mars), et se trouvent a I'extrémité des branches, tandis que les femelles,

globuleuses et vertes, sont regroupées en bouquets a I'extrémité des nouvelles pousses.

e Lescones : Les cones, de forme globulaire et verte (mesurant de 3 a 4 cm), sont brillants
et Iégerement pointus, avec 6a14 écailles ligneuses polygonales qui deviennent brun clair
a brun foncé a maturité (tous les deux ans). lls renferment de nombreuses graines ailées
(Camus, 1914).

e Les graines: Les graines sont petites, mesurant entre 4 et 7mm de longueur, et sont

munies de deux ailes de chaque cote.

e Floraison : Chaque année, la floraison précoce au début du printemps entraine de
nombreuses allergies en raison de la grande quantité de pollen produite. Dans certaines
variétés, la surabondance de fruits peut perturber l'esthétique de l'arbre, en particulier
chez les formes colonnaires, en provoquant un écartement des branches. Il existe des
variétés sélectionnées pour leur faible production de fruits. La pollinisation est
principalement assurée par le vent.

e Pollen: Le pollen des Cupressacees présente une homogénéité morphologique qui rend
difficile la détermination au niveau du genre ou de l'espece. En février et mars, le genre
Cupressus produit une grande quantité de pollen, ce qui peut entrainer des réactions

allergiques lorsque dispersé (Boudy,1950).
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Figure 2 : Cypres vert (Cupressus sempervirens L.) (Cheraief et al., 2006)

5 . Habitat et écologie

Le cypres se trouve naturellement dans des climats méditerranéens avec des étes secs et
chauds et des hivers pluvieux, ou dans des climats semi-arides dans les régions orientales et
intérieures de sa zone de répartition (Farjon, 2010). C’est une espéce légérement exigeante,
tolérante a la sécheresse et a la chaleur (Intini et al., 2004). Sa période de croissance
végétative coincide avec le printemps et I'automne : pendant la période hivernale, elle est en
dormance, tandis qu'elle est en repos pendant les chaudes journées estivales, période a
laguelle le cyprés peut rapidement reprendre vie apres la pluie grace a son systéme racinaire
peu profond mais étendu. Les jeunes plantes ne tolerent pas les températures basses, tandis
que les adultes peuvent survivre a des températures descendant jusqu'a-20 °C (Santini et al.,
2000).

Cette espece croit rapidement lorsqu'elle est jeune sur la plupart des sols, a I'exception des
sols sablonneux ou gorgés d'eau. Elle prospere mieux que d'autres especes sur les sols
rocheux, secs et compacts, méme si elle préfére les sols riches, profonds, humides et bien

aérés, avec un pH neutre, ou cependant elle est moins compétitive (Del Favero, 2010)
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Le cypres peut vivre plus d'un siécle dans les peuplements naturels, les plantes agées de 200 a
500 ans ne sont pas rares (Intini et al., 2004). L'un des plus anciens cypreés vivants se trouve
en ltalie et est daté de plus de 800 ans. Le cypres méditerranéen forme des boisements
ouverts, car son litiere pourrait empécher le développement de la végétation de sous-étage en

raison d'effets allélopathiques (Del Favero , 2010).

6 . Répartition géographique
6.1 . Dans le monde

Le genre Cupressus est largement répandu avec douze especes, principalement dans
I'némisphere nord (Rawat et al., 2011) Ces espéces sont influencées par divers facteurs tels
que le climat, le sol et les perturbations humaines et naturelles. Parmi elles, trois sont
présentes en Afrique du Nord, souvent confondues sous le nom de Cupressus sempervirens.
Ces espéces incluent une variété endémique au Maroc, une autre en Algérie, ainsi que trois

variétés en Tunisie dans le monde (Nehdi,2013).

ECHELLE

P —— F Cupressus sempervirens L

Figure 3: Aire de répartition du Cupressus sempervirens L. (Nichane, 2016)
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6.2 .En Algérie

Parmi les peuplements forestiers de [I'Atlas algérien, les cupressacées sont
particulierement intéressantes. Les cyprés se trouvent a des taux de recouvrement variables
sur les deux massifs de I'Atlas algérien, souvent en association avec d'autres végétaux ou
formant des peuplements clairsemés et isolés. Cependant, peu de données sont disponibles sur
leur répartition sectorielle et leur peuplement. Les especes endémiques ou naturalisées
incluant le cypres du Tassili (Cupressus dupreziana A. Camus), le cypres de I'Atlas
(Cupressus atlantica Gaussen) et le cypres toujours vert (Cupressus sempervirens L.).

Le cyprés de I'Arizona (Cupressus arizonica Greene), une espéce introduite et peu utilisée,
tolere également bien les conditions d'un milieu xérothermique. Le cypres vert (Cupressus
sempervirens L) est le plus répandu et offre une grande diversité de formes, utilisé a des fins

ornementales, en brise-vent ou en tant qu'arbre forestier (Bouyahyaoui, 2017).

7 . Composition chimique

Des recherches sur les composants chimiques contenues dans Cupressus sempervirens L.
ont mis en lumiére la présence de plusieurs éléments actifs aux propriétés potentiellement

bénéfiques pour la santé humaine. Parmi ces composés, on trouve :

v’ Des flavonoides (cupressuflavone, amentoflavone, rutine,  quercitrine,
quercétineetmyricitrine)

v' Des composés phénoliques (anthocyanidines, catéchines, flavones, flavonols et
isoflavones, tanins et catéchol.)

v Des huiles essentielles (HE) (Ben Nouri et al., 2015).

Des analyses approfondies ont révelé que la composition en composes volatiles de Cupressus
sempervirens L., communément appelé cypres commun, varie significativement en fonction des
aprovenance géographique. Les principaux composants identifiés dans différentes parties de l'arbre
(rameaux et cones) incluent, entre autres, 1'a-Pinene, ledelta-3-carene, le cedrol, le Terpinoléne, le

Limonéne et l'acétated'alpha-terpenyle (Ismail et al.,2013).
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8 . Utilisations du Cypres Vert

Cupressus sempervirens L. se distingue comme une plante aromatique et médicinal et

raditionnelle, riche en vertus pour la santé humaine (Amara et Boughérara, 2017).

Les feuilles séchées de cette plante sont employées comme un stimulant menstruel et pour
apaiser les douleurs stomacales, en plus d'étre utilisées dans le traitement du diabéte. Quant a
son fruit séché, il est utilisé pour traiter I'inflammation, les maux de dents, la laryngite, et il
est egalement considéré comme un contraceptif, un astringent et un remede contre les
flatulences. Les graines séchées sont employées dans le traitement de diverses affections
cutanées telles que les plaies, les ulcéres, les ecchymoses, les boutons, les pustules, les
éruptions cutanées et I'érysipéle. En ce qui concerne I'huile essentielle du cypres, elle est
utilisée en application externe pour soulager les maux de téte, les symptémes du rhume, la
toux et la bronchite (BenNouri et al., 2015).

Les cones ont également été employés pour leurs propriétés anti-diarrhéiques, antiseptiques
,astringentes, toxifuges, anti-hémorroidaires, vasoconstrictrices et antirhumatismales
(Kassem et al., 1991). L'huile essentielle de cette plante est appliquée en externe pour
soulager les maux de téte, les symptomes du rhume, la toux et la bronchite (Amara et
Boughérara, 2017).Ses huiles sont employées dans divers domaines tels que la pharmacie,

les cosmétiques, les parfums et I'industrie alimentaire (Bouyahyaoui, 2017).

La décoction des cones et des feuilles du cypres était utilisée pour les hémorroides. Il a été
également décrit comme déodorant et diurétique, pour favoriser la circulation veineuse vers
les reins et la zone de la vessie, et pour améliorer le tonus de la vessie, ainsi que comme co-

adjuvant dans la thérapie de I'incontinence urinaire et de I'énurésie (Mahmood et al., 2013).

9 . Propriétés pharmacologiques

La figure ci-dessous présente une multitude de propriétés pharmacologiques du cypres :
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Anti-viral

Anti-parasitic

Insecticidal

Hepatoprotective

T

Anti-cancer

Hypolipidemic

Wound- :

coagulant acetvicholinesterase

Figure 4: Propriétés pharmacologiques du cypres (Batiha et al., 2022)

9.1 . Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits de méthanol, d'éthanol et d'acétate d'éthyle des
parties aériennes de Cupressus sempervirens a été étudiée contre S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, E.coli,K. pneumoniae et S.typhimurium. Tous les extraits ont induit une
inhibition de la croissance bactérienne contre toutes les bactéries testées (Boukhris et al.,
2012).Une autre étude a porté sur l'activité antibactérienne des extraits méthanolique,
éthanolique et d'acétate d'éthyle de feuilles de Cupressus sempervirens contre six bactéries
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhimurium) en utilisant la méthode de diffusion en
puits d'agar. Parmi les extraits de plantes, une activité antimicrobienne significative a été
obtenue avec les extraits méthanoliques, suivis des extraits d'acétate d'éthyle et d'éthanol.
L'extrait méthanolique a montré une activité inhibitrice maximale contre K. pneumoniae, B.
subtilis et S. aureus. L'extrait éthanolique a présenté une activité plus élevée contre P.
aeruginosa. Une activité inhibitrice plus grande contre S. typhimurium et E. coli a été
observée avec l'extrait d'acétate d'éthyle de Cupressus sempervirens (Zhang et al.,2012).

9.2 . Activité antivirale

Dans une étude menée par EL-Sheikh et al., (2011), les extraits d'éthanol du Cupressus
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sempervirens, C.semipervirens ainsi que les variants : horizontalis et cereiformis ont eté
utilisés pour tester leur influence sur le virus de I'nerpes (HSV-1). Les résultats ont montré
que les trois plantes ont une activité antivirale contre le virus. L'extrait le plus actif était
I'extrait obtenu a partir de C.semipervirens. Parmi les différentes parties testées, I'extrait du

fruit possédait I'activité anti-HSV la plus forte.

9.3 . Effet antiparasitaire et insecticide

Selon Moussa et al.,(2011), les extraits éthanoliques, d'acétone et d'éther de pétrole des
feuilles du Cyprés de Provence égyptien ont été testés contre les larves du 3™ stade
dumoustique Culexpipiens. Les résultats obtenus ont indiqué que les extraits d'éther de
pétrole étaient plus efficaces que les extraits éthanoliques et d'acétone. Une réduction
remarquable a la fois du pourcentage de pupation et de I'émergence des adultes a été
obtenue. De plus, tous les extraits ont exercé un effet toxique retardé sur les pupes et les
adultes apres le traitement des larves, et différents degrés d'anomalies morphogéniques ont
été observes aux stade simmature et adulte. (Moussa et al., 2011)

9.4 . Effet hypolipidémiant

Les effets de I'extrait de cone de cypres sur le profil lipidique ont été étudiés chez des
rats Wistar. L'administration orale de l'extrait a entrainé une diminution substantielle du
cholestérol total sérique, qui était significative méme aprés 6 semaines de traitement. De
plus, ces animaux ont présenté des niveaux de cholestérol total inférieurs par rapport aux
témoins apreés le début du traitement. L'administration de I'extrait a également entrainé une
réduction substantielle des triglycérides sériques, en comparant les semaines 0 a 6-24 (Ali et
al.,2010).

9.5 . Effet anti-acétylcholinestérase

En 1998, Flemming a démontré que les extraits de dichlorométhane, d'acétone, d'acétate
d'éthyle et de méthanol des cones et des feuilles de Cupressus sempervirens var. et var.
pyramidalis ont été testés pour leur activité inhibitrice contre I'acétyl cholin estérase, la
butyryl cholin estérase et la tyrosinase. Les extraits ont montré une inhibition faible a
modérée des cholinestérases a 200 pg/ml. L'extrait de dichlorométhane de cones a présenté
la plus forte inhibition contre I'acétylcholinestérase, tandis que la meilleure inhibition contre
la butyrylcholinestérase a été causee par I'extrait d'acétone des feuilles. (Flemming, 1998).
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9.6 . Toxicité et effets secondaires

De nombreuses études ont montré que le pollen de Cupressus sempervirens était le
composant majeur des aérospores en hiver et au début du printemps. Une série de patients
rencontrés de 1994 a 1996 a Rome a réveéle une incidence de 9,33 % de réponses positives au
test cutané au pollen de cypres chez une population présentant un statut atopique. Cette série
comprenait 16 (19,05 %) sujets allergiques uniques et 68 (80,95 %) sujets allergiques
multiples. Parmi les premiers, les symptdmes rencontrés eétaient la rhinite(62,5%) et
I'asthme(37,5 %) (Al-Snafi, 2016).

Les risques pour la santé ou les effets secondaires suivant I'administration correcte
des dosages thérapeutiques désignés ne sont pas enregistreés.

Une irritation rénale était probable avec la prise de doses plus élevées (IUCN. 2005).
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1 . Généralités

Depuis plusieurs années, les chercheurs et les acteurs de I'industrie agroalimentaire
portent un intérét croissant a une catégorie d'antioxydants, les polyphénols. La
reconnaissance des propriétés antioxydantes de ces composés, leur présence abondante dans
I'alimentation et leur role potentiel dans la prévention des maladies associées au stress

oxydatif sont les principales motivations de cet engouement.

Les polyphénols, également connus sous le nom de composés phénoliques, sont des
molécules propres au régne végétal (Torreggiani et al., 2005)et sont présentes dans toutes
les parties des plantes, des racines aux fruits. Bien qu'ils ne soient pas essentiels a la survie
des plantes, ces substances jouent un rdle crucial dans leurs interactions avec

I'environnement, contribuant ainsi a leur adaptation et a leur survie dans leur écosystéme.

Environ 10000 composés naturels sont regroupés sous le terme "phénols”, caractérisés
par la présence d'au moins un noyau phénolique a 6 carbones, au quel est lié au moins un
groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction, comme un éther, un ester ou
un hétéroside (Kakhlon et Cabantchik 2002 ; Welch et al., 2002).

OH

Figure 5 : Structure du noyau phénol (Stookey, 1970)

2 . Classification des polyphénols

2.1 . Polyphénols simples
2.1.1 . Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont constitués de cycles aromatiques avec un groupe acide
carboxyliqgue (-COOH). Ces phénols représentent la principale classe de composés

phenoliques végétaux. En raison de leur propriétés antioxydantes, ils protegent contre les
maladies cardiovasculaires (Behl et al.,2020 ).
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Le cycle aromatique peut perdre son électron, formant des radicaux hydrogene libres qui
agissent comme agents réducteurs et éteignent les radicaux libres. Les aliments végétaux,
notamment les graines, les écorces de fruits et les légumes a feuilles, sont la principale source
d'acides phénoliques. Ceux-ci représentent un large éventail d'applications cosmétiques,

nutritionnelles et thérapeutiques (Rashmi et Negi, 2014).
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Figure 6 : Types des Acides phénoliques (Prabhu, et al. 2021).

2.1.2 . Les flavonoides

Un flavonoide est un groupe principal de métabolites végétaux de composes

polyphénoliques. Cette structure, composee de 15 atomes de carbone, comprend deux cycles
aromatiques reliés par une chaine de trois atomes de carbone (Harborne, 1998).
Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction du cycle C auquel le
cycle B est attaché, de leur configuration et de I'oxydation du cycle C. Les principales
catégories de flavonoides, comprenant les flavones, les flavonols, les isoflavones, les flavan-
3-ols, les flavanones et les anthocyanidines, constituent la classe principale de flavonoides
(Rasouli et al., 2017 ; Singla et al.,2019)
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On les trouve principalement dans les baies, I'oignon, le thé, les raisins et les pommes, et ils
présentent de nombreux attributs bénéfiques pour la santé, notamment des propriétés de
signalisation cellulaire, antithrombogéenes et neuroprotectrices (Ballard et Junior, 2019).
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Figure 7: Types des flavonoides (Prabhu, et al. 2021).

2.2 . Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins sont des polyphénols essentiels présents dans les vacuoles cellulaires.
Historiquement, le terme "tanin" englobe des composés polyphénoliques ayant la capacité de
se lier aux protéines, ce qui explique leur utilisation dans le tannage du cuir. Structurellement,
ils sont classés en deux groupes principaux : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.

e Les tanins hydrolysables : sont des esters formés a partir du D-glucose et de ’acide
gallique ou de ses dérivés, notamment 1’acide ellagique. Ils peuvent étre facilement
hydrolysés par voie chimique ou enzymatique, en particulier par l'action de la tannase.

e Les tanins condensés : également appelés pranthocyanidines, sont des polymeres
composés d'unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et
C6.
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Figure 8 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un
gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-p-D-glucose) (Prabhu, et al. 2021)
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e Lignines

Dans les plantes et les arbres, la lignine est particulierement importante car elle contribue
a la formation de la paroi cellulaire. lls sont importants car ils contribuent a donner force et
rigidité aux arbres. Il existe trois types de réticulations obtenues a partir duphényl propane et
ces reticulations sont I'alcool coniférylique, lI'alcool sinapylique et I'alcool paracoumarylique
Certains aliments riches en lignine sont les graines de lin, les tomates, les péches, les

pommes et quelques baies (Popa et al., 2008).

e Lesstilbénes

Les stilbénes sont des composés organiques qui ont une structure compacte avec une
fraction d'éthylene centrale et un groupe phényle. Le groupe phényle est situé aux extrémités

des doubles liaisons carbone (Chou et al., 2018).

3 . Propriétes chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont principalement influencées par les
noyaux phénoliques, en particulier par les substituants qui attirent les électrons (M-) et ceux
qui les donnent (M+). L'effet (M+) du groupe OH se manifeste par la conjugaison d'une des
deux paires libres de I'atome O avec le cycle, augmentant ainsi la délocalisation électronique
et générant une charge négative partielle sur les atomes C2, C4 et C6. Cet effet (M+) peut

étre représenté par quatre formes mésomeres (Laouini, 2014).
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Figure 10 : Formes mésomeére du phenol (Laouini, 2014)

3.1 . Polarisabilité

Les phénols en solution aqueuse développent des interactions de dispersion avec

d'autres composés polarisables, grace a leur polarisabilité et a I'effet hydrophobe. Cela
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conduit au relargage de certaines molécules d'eau de solvatation, ce qui stabilise les

complexes moléculaires formés.
3.2 . Acidite

La déprotonation des phénols forme des ions phénates avec une forte délocalisation
électronique. La solvatation de ces ions par liaison hydrogéne avec I'eau explique leurs
propriétés acides faibles. La polarisabilité est amplifiée lors de la formation des anions
phénates. Les groupements OH en position para et ortho des noyaux phénoliques présentent
un caractere acide renforcé, ce qui favorise une dissociation partielle & pH neutre, grace a la

stabilisation de I'ion phénate par délocalisation de la densité électronique (Laouini, 2014).

3.3 . Solubilité

Les composés phénoliques sont solubles dans la majorité des solvants organiques

polaires.

3.4 . Nucléophilie

La nucléophilie des composés phénoliques est principalement due a I'atome d'oxygéene
et aux atomes de carbone en position ortho et para par rapport au groupe hydroxyle(OH),
résultant de I'effet mésomere positif (+M). Cette caractéristique conduit a des réactions de

substitution électrophile aromatique (Nkhili,2009).

3.5 . Propriété antioxydante

Les composés phénoliques sont des antioxydants efficaces capables de neutraliser les
radicaux libres en cédant un électron ou un atome d'hydrogéne. Grace a cette propriété, ils
jouent un rdle crucial dans la protection des cellules contre les dommages oxydatifs
(Boubekri, 2014).

4 . Propriétés thérapeutiques
4.1 . Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Le potentiel antioxydant des polyphénols est directement lié a leurs propriétés cardio-
protectrices. Ces composés contribuent a réduire la pression artérielle, améliorer la fonction
endothéliale et inhiber I'agrégation plaquettaire. Ils le font en réduisant l'oxydation des

lipoprotéines de basse densité (LDL) et en diminuant la réponse inflammatoire.
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Les flavonoides presents dans le cacao et le soja montrent des résultats favorables pour la
santé cardiovasculaire. Un régime riche en flavanols, notamment ceux contenus dans le cacao,
diminue l'incidence des maladies cardiovasculaires, de I'nypertension et abaisse la pression
artérielle. Des études ont révélé que la consommation fréquente de thé noir réduit le risque
d'hypertension. Les raisins pourpres exercent aussi des effets bénéfiques sur la santé
cardiaque, contribuant ainsi a une meilleure prévention des maladies cardiovasculaires
(Abbas, et al 2017).

4.2 . Polyphénols et cancer

Les polyphénols et les composés bioactifs présents dans le thé, le vin rouge, le cacao,

les fruits, les jus de fruits et I'nuile d'olive influencent la carcinogenese et le développement
des tumeurs au niveau cellulaire. Par exemple, ils peuvent interagir avec les nutriments, les
métabolites réactifs, les carcinogenes actives et les mutagénes (Gopalakrishnan et Tony
Kong, 2008). De plus, ils peuvent moduler l'activité de protéines clés impliquées dans le
contréle de la progression du cycle cellulaire et influencer I'expression de nombreux genes
assocCiés au cancer.
Les flavanols du thé vert, étudiés dans des modeles animaux, ont démontré des effets
significatifs et des propriétés anticancéreuses sur les lignées cellulaires humaines et dans des
études d'intervention humaine. De plus, la consommation de thé vert a été associée a une
réduction significative du risque de cancer des voies biliaires, de la vessie, du sein et du cdlon
(Karin et Greten, 2005 ; Aggarwal et Shishodia, 2006 ;Abbas, et al., 2017).

4.3 . Polyphénols et diabéete

L'apport de polyphénols et le maintien de la sécrétion d'insuline par les cellules B en
culture ont été observés dans de nombreuses études. Une forte consommation de polyphénols
a egalement été associée a une protection contre les dommages oxydatifs induits par une
augmentation du glucose chez les rats, et la sécrétion d'insuline peut également étre modulée
chez les humains (Tull et al.,2010 ; Rodrigo et al., 2011).

Les principaux composants des polyphénols sont stockés dans le tractus intestinal et, sans étre
absorbés, sont dirigés vers le c6lon. Le saccharose et I'amidon réagissent avec ces
composants. Les extraits riches en polyphénols réduisent I'activité des enzymes telles que 1'a-

amylase et l'a-glucosidase, qui sont impliquées dans la libération de glucose a partir de
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I'amidon dans le tractus gastro-intestinal. L'inhibition de ces enzymes peut varier en fonction

de la composition phénolique des extraits (McDougall et al.,2005 ; Boath et al., 2012).
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Chapitre 03 : Techniques d’extraction des polyphénols -

1 . Généralités

Durant les derniéres décennies, la demande croissante pour des produits végétaux riches
en polyphénols refléte un intérét accru pour les options alimentaires saines et fonctionnelles s
(Iriondo-Dehond et al. 2018). Répondre a cette demande nécessite le développement de
techniques d'extraction innovantes qui préservent la qualité des aliments tout en maximisant la
récupération des polyphénols. La recherche continue dans ce domaine est essentielle pour

exploiter pleinement les bienfaits pour la santé offerts par ces composés naturels.

Plusieurs techniques d'extraction sont utilisees, notamment le Soxhlet et la macération, qui
sont des méthodes traditionnelles et bien établies dans le domaine de I'extraction des
composeés bioactifs.

Les techniques modernes telles que I'extraction assistée par ultrasons (Zhou et al. 2019),et
I'extraction assistée par micro-ondes (Rodsamran et Sothornvit, 2019) offrent des avantages
significatifs en termes d'efficacité et de respect de I'environnement.

2 . Techniques d’extraction
2.1 . Méthodes conventionnelles

Les méthodes d'extraction conventionnelles incluent principalement la percolation, la

décoction, I'extraction par reflux a chaud, I'extraction Soxhlet et la macération.

2.1.1 . La percolation

Elle est utilisée pour séparer les composés actifs a partir d'un extrait liquide. Elle
consiste en un percolateur étroit (généralement en forme de céne). L'échantillon est mélangé
avec de I'eau, et la solution est ajoutée par le haut a travers la colonne dans un récipient fermé.
Le mélange s'infiltre avec le temps, obtenant ainsi I'extrait pur. L'extrait humide enrichi est
ensuite concentré dans des évaporateurs pour obtenir la concentration désirée (Hansen et
Mgller .1975 ; Rathore et al. 2012).

2.1.2 . La macération

La maceration est I'une des méthodes de référence pour la détermination des composés
polyphénoliques (Cuji¢ et al. 2016). Cela est di & sa simplicité, a son installation
expérimentale minimale, a son faible co(t et a ses caractéristiques respectueuses de
I'environnement. La vitesse d'agitation et le temps sont les deux facteurs les plus importants a

considérer dans cette technique.
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2.1.3 . La décoction

Elle consiste a faire bouillir I'extrait aqueux brut jusqu'a un certain volume pendant un
temps spécifique pour obtenir les substances thermiquement stables. Le liquide se dépose puis
il est refroidi et ensuite filtré. Cette technique peut étre utilisée pour extraire les constituants
hydrosolubles. Cependant, il convient de noter que cette procédure est inefficace pour les
composes sensibles a la chaleur et a la lumiere, mais elle reste largement utilisée pour les

plantes médicinales (Rijo et al. 2014 ; Hashemi et al. 2019).

2.1.4 . Extraction par Soxhlet

C’est le processus le plus largement utilisé pour les besoins d'extraction impliquant la
concentration de l'analyte conduisant a la séparation des constituants bioactifs des produits
naturels. La préparation de I'échantillon est la plus critique et peut étre effectuée en utilisant
diverses techniques (De Castro et Priego-Capote 2010).Cette technique permet de répéter
sans fin le processus d'extraction avec du solvant frais jusqu'a ce que le soluté dans la matiére

premiére soit complétement épuisé (Penchev, 2010)

2.1.5 . Extraction par reflux thermique

Cette technologie implique le chauffage de la matrice pendant un temps particulier, ce
qui entraine une réaction chimique complexe. Comme le processus utilise un extracteur a
reflux comme réacteur principal, un meilleur transfert de masse et une meilleure efficacité de
contact sont obtenus entre le solvant et la matrice traitée (Tian et al. 2016).La vapeur descend
jusqu'a l'erlenmeyer, contrélant ainsi la température de la réaction. La technologie a été

préférée en raison de sa simplicité et de sa facilité d'utilisation (Zhang et al. 2018).
2.2 . Techniques non-conventionnelles

2.2.1 . Extraction par ultrasons

La matiére premiere est plongée dans I'eau ou dans le solvant, tout en étant exposée
aux ultrasons. (20 a 100 kHz).Cette technique émergente présente une grande reproductibilité
en un temps record, trois fois plus rapide qu'une extraction traditionnelle par solvant, sa mise

en place est simple et nécessite peu de solvant et d'énergie (Chemat et al., 2004).
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2.2.2 . Extraction par Solvant Assistée par Micro-Ondes

L'extraction assistée par micro-ondes est une autre technique avancée utilisée pour
Iisolement des composés polyphénoliques. L'introduction d'un champ électrique et
magnétique entraine le transfert de chaleur et la conduction, ce qui résulte en un moment

dipolaire entre le solvant et I'échantillon.

La rotation entraine également des collisions successives, ce qui produit de I'énergie
thermique dans un environnement clos. Le phénomeéne se produit tres rapidement car le

chauffage se produit dans un milieu clos (Wen et al. 2020).

2.2.3 . Décharge électrique a haute tension

C’est une technologie durable impliquant l'application de hautes tensions dans une
solution aqueuse. Le principe peut étre décrit en deux phases : la premiére phase implique
I'introduction de légeres ondes de choc dans I'échantillon alimentaire, formant ainsi de petites
bulles. En ajustant l'intensité du champ électrique, on initie la deuxieme phase, ce qui entraine

la libération des ingrédients actifs de I'échantillon (Rosell6-Soto et al. 2015).

2.2.4 . Extraction assistée par enzyme
C’est une technologie durable qui implique l'introduction d'enzymes dans un mélange
pour améliorer I'efficacité globale. Le mécanisme de base implique la rupture de la paroi
cellulaire du matériau alimentaire par hydrolyse a I'aide d'une enzyme en tant que catalyseur
dans des conditions d'extraction optimales pour la libération des composants bioactifs
(Nadar et al. 2018).

3 . Factures influencant les performances de I’extraction

3.1 . Taille des particules
La nature et la taille des particules ont une influence directe sur la vitesse d'extraction.
En effet, lorsque le soluté est réparti dans tout le grain, le solvant va d'abord dissoudre le
soluté a la surface puis devra progresser a l'intérieur du grain afin de dissoudre les particules
de soluté (Andrei, 2011).
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3.2 . Lanature du solvant

Dans les processus d'extraction, le type de solvant est le paramétre principal qui affecte
I'efficacité du processus, car il détermine deux facteurs importants : la solubilité des

composés cibles; et la pénétrabilité dans la matrice.

Les caracteristiques du solvant a prendre en compte comprennent:

e Lasélectivite : elle garantit la solubilisation des composés cibles et leur purete.

e Laréactivité : le solvant ne doit pas réagir avec les composés cibles.

e La stabilité chimique et thermique : elles doivent étre assurées dans les conditions
d’extraction.

e La viscosité : une faible viscosité augmente le taux de transfert de masse en
augmentant le coefficient de diffusion.

e Le point d'ébullition : un faible point d'ébullition nécessite peu d'énergie pour
I'élimination du solvant de 1’extrait.

e L’inflammabilité : les solvants inflammables doivent étre évités.

e La toxicité et les problemes réglementaires : les problémes environnementaux et de
santé doivent étre pris en compte, a la fois pour le consommateur des produits naturels
et pour lI'opérateur du systeme d'extraction.

e Les aspects économiques : le colt du solvant peut représenter une part importante des

codts de fabrication a I'échelle industrielle (Rostagno, 2013).
3.3 . Latempérature

La température a généralement un effet significatif sur le processus d'extraction car les
changements de celle-ci modifient les propriétés a la fois du soluté et du solvant. La
température affecte la solubilité et la diffusivité des solutés ainsi que la viscosité et la tension
de surface des liquides. De plus, elle peut fournir I'énergie nécessaire pour perturber les
interactions intermoléculaires entre les composants de la matiére premiere et rendre les
composants cibles disponibles pour le solvant d'extraction.

D'autre part, dans I'extraction des produits naturels, il est nécessaire d'utiliser des conditions
moins agressives, telles qu'une température modérée et une protection contre la lumiere et
I'oxygéne, pour prévenir la dégradation de certains composés thermosensibles qui
diminueraient la qualité du produit. Par exemple, lors de I'extraction du béta-carotene a partir
de cynorrhodons ; le rendement augmente avec l'augmentation de la température, mais au-

dessus de 45°C, une dégradation du béta-caroténe est observée (Rostango, 2013).
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3.4 . Temps d’extraction

Les quantités de substances extraites varient en fonction du temps de dép6t du mateériel
dans le solvant (temps nécessaire pour que le solvant pénetre dans les vacuoles, pour que le
composé se dissoute, etc.). En régle génerale, une augmentation de la température qui reflete
I'agitation moléculaire permet de réduire les temps de contact, tout en ne réduisant pas

significativement le rendement (Ben Amor, 2008).
3.5 . Vitesse d’agitation

L’agitation mécanique des particules dans le solvant, qui permet leur maintien en
suspension et I’homogénéisation du milieu, a un effet toujours favorable sur 1’opération. Dans
le cas de I‘extraction aqueuse, l‘agitation permet de réduire la résistance au transfert de
solutés au niveau de 1‘interface solide-liquide (couche limite) et d‘augmenter le coefficient de
transfert.

Si I‘agitation est maintenue durant une longue période, elle va favoriser les chocs entre
les différentes particules et permettre ainsi 1‘éclatement de certaines cellules qui vont libérer

leur contenu cellulaire dans le milieu (BenAmor,2008).
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MATERIEL & METHODES -

1 . Matériel
1.1 . Matériel végétal

La matiére végétale utilisée dans ce travail est constituée des feuilles du cypres
(Cupressus sempervirens L.). Elles ont été récoltées en 20 février 2024 dans le village de
BouFouh (Commune de Zeghaia), situé aux coordonnées 36°28'18"N, 6°12'47"E, a une
altitude de 509 métres au-dessus du niveau de la mer. Cette zone est caractérisée par un climat

méditerranéen humide.

La partie aérienne de la plante a été lavée a I'eau courante pour éliminer la poussiere, puis
séchée a I'ombre dans un endroit sec pendant 10 jours jusqu'a déshydratation compléte. Une

fois séchées, les feuilles ont été broyées et stockées jusqu'a leur utilisation.

LAVAGE

BROYAGE POUDRE

Figure 11 : Etapes de préparation de poudre des feuilles du cyprés (photos personnelles)
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2 . Meéthodes

2.1 . Extraction par maceération

Afin de quantifier et de maximiser le taux de polyphénols totaux a extraire, la poudre des
feuilles de C. Sempervirens a été soumise a une extraction méthanolique par macération dans
le méthanol sous agitation constante de 100 tpm.

La concentration de la poudre et le temps de macération ont été sujets a 1’optimisation. Apres
filtration du mélange, une évaporation a sec a été réalisée afin d’obtenir les extraits secs a

étudier.

3 . Optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux

3.1 . Modele statistique et facteurs optimisés

L’optimisation du taux de polyphénols extraits a été réalisée en modifiant les conditions
du procédé d’extraction. Le temps de maceération ainsi que la concentration (poudre végétale
/solvant) ont été optimisés. Cette optimisation a été réalisée selon les données proposées par la
matrice du plan composite centré (PCC) (Tableau 2).

Le PCC est un modéle quadratique qui ne nécessite pas un nombre excessif d'expériences. Il
permet de déterminer a la fois le niveau optimal de chaque facteur et les interactions entre les
facteurs a optimiser. Chaque facteur est testé a cing niveaux : -a, -1, 0, +1 et +a (Tableau 3).

Pour un PCC a deux facteurs, a est égal a 1,41.

La réponse recherchée qui est la teneur en polyphénols est exprimée par 1’équation

polynomiale du second degré :

Y =fo +Z BiXi+Z fii X5+ X B ij XiX;
(21] :
Y: Teneur de I’extrait en polyphénols (la réponse)
Xi, Xj: Formes codées des variables indépendants
Po : Constante du modeéle
pi : Coefficient linéaire
pii . Coefficient quadratique

pij: Coefficient d’interaction
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Tableau 2 : Plan composite centré a deux facteurs

N° Expérience Variable 1 (X1) Variable 2 (X2)
1 -1,00000 -1,00000
2 1,00000 -1,00000
3 -1,00000 1,00000
4 1,00000 1,00000
5 -1,41421 0,00000
6 1,41421 0,00000
7 0,00000 -1,41421
8 0,00000 1,41421
9 0,00000 0,00000
10 0,00000 0,00000
11 0,00000 0,00000
12 0,00000 0,00000
13 0,00000 0,00000

Les variables ainsi que leurs niveaux testés sont mentionnées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3 : Niveaux des variables étudiés

Facteur Symbole  Niveau minimale (-1) Niveau maximale (+1)
Concentration de X1 10 25
poudre végétale (%)
Temps (h) X2 6 26
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3.2 . Analyse statistique

La génération de la matrice d’expérience du plan composite centré, I’analyse statistique
des résultats ainsi que le tracage du graphique de contour de la réponse étudiée ont été
effectuées a I’aide du logiciel MINITAB version 17.

3.3 . Validation du modeéle

Apres interprétation des résultats du PCC, un test de confirmation et de validation du
modele est nécessaire pour confirmer les informations obtenues.
Ce test consiste a verifier si les valeurs des facteurs choisies comme optima induisent la
réponse maximale proposee par le PCC, ceci est d0 en comparant le résultat de la réponse

observée avec la réponse prédite par le plan.

4 . Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été déterminé par la méthode décrite par
Singleton et Rossi (1965) en utilisant la réaction de Folin-Ciocalteu.
Pour ce faire, 0,2 ml de I’extrait a étudier est ajouté a 0,8 ml de NaCOs (75 mg/ml dans de
I'eau distillée), puis 1 ml de la solution de Folin-Ciocalteu (diluée au dixiéme dans de I'eau
distillée) est ajouté. Aprés incubation de deux heures a température ambiante, I'absorbance est
mesurée a 765 nm par rapport a un échantillon blanc sans extrait.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir d'une courbe d'étalonnage linéaire :
(y=ax+Dh).

Celle cci est construite avec des concentrations connues d'acide gallique (0- 100 pg/ml).
Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent d'acide gallique par milligramme
d'extrait (ug EqQAG/mg) (Yakhlef et al., 2011).

5 . Tests phytochimiques

1. Recherche des polyphénols : Un extrait méthanolique est préparé en mélangeant 20g
de poudre végétale avec 500ml d'éthanol (80%), puis a le chauffer au bain Marie a 60°

pendant 10 minutes, puis a le filtrer a chaud.
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Dans une deuxiéme étape, quelques gouttes de FeCl; (2%) sont mélangées avec 2 ml
d'extrait éthanolique. Un précipité noir verdatre indique la présence de polyphénols
(Koffi et al., 2009).

2. Recherche des stérols : Mélanger 5 ml d'extrait éthanolique avec 5 ml d'anhydride
acetique et 5 ml de chloroforme, puis, ajouter 1 ml d'H, SO, concentré sans agiter et
laisser reposer 20 minutes. Un anneau rouge-brun et une teinte violette indiquent la
présence de stérols (Trease et Evans, 1987).

3. Recherche des alcaloides : Mélanger 0,2 g de poudre végétale avec 10 ml d'H, SO,
(10%), agiter, filtrer, puis ajouter quelques gouttes du réactif de Dragendorff. Un
précipité rouge-orange indique la présence d'alcaloides (Vercauteren et al., 2020).

4. Recherche des mucilages : Mélanger 1 ml d'extrait aqueux (10%) avec 5 ml d'éthanol
absolu et agiter pendant 15 minutes. Un précipité floconneux indique la présence de
mucilages (Mahamane, 2018).

5. Recherche des coumarines: Mélanger la poudre végétale avec deux volumes
d'éthanol, laisser reposer 2 a 3 heures, filtrer, puis ajouter 5 ml de KOH (10%) et 5 ml
de HCI (10%) au filtrat. Un précipité brun révele la présence de coumarines (Trease et
Evans, 1987).

6. Recherche des tanins : Mélanger 1 ml d'extrait éthanolique avec 2 ml d'eau distillée,
ajouter 2 a 3 gouttes de FeCl; (1%). Une couleur verte ou bleu-vert indique la
présence de tanins, avec des variations spécifiques pour les tanins galliques et
catéchiques (Trease et al., 1987, Douhou et al.,2003).

6 . Evaluation de ’activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien de I'extrait optimisé des feuilles de cypres a été rigoureusement
testé contre quatre pathogenes bactériens couramment rencontrés : Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La methode de diffusion sur disque a été utilisée

pour évaluer l'efficacité antibactérienne de I'extrait.

Avant d’entamer le travail, les disques, les milieux de culture, 1'eau physiologique, et les

tubes Eppendorf, ont été stérilises a l'autoclave.
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L'extrait a été préparé a des concentrations de 100 mg/ml et 50 mg/ml, dilué dans du DMSO
(diméthylsulfoxyde). Avant de procéder aux tests, chaque souche bactérienne a été cultivée
pendant 24 heures dans un bouillon nutritif, garantissant ainsi une croissance optimale des
bactéries. Les suspensions microbiennes ont ensuite été standardisées a une densité de 0,5 Mc

Farland, afin de s'assurer que la concentration bactérienne était uniforme pour tous les tests.

Pour l'application de la méthode de diffusion sur disque, 100 pL de chaque suspension
bactérienne ont été uniformément étalés par écouvillonnage en stries serrées sur la surface de
boites de Peétri contenant de I'agar MH (Mueller-Hinton), un milieu nutritif couramment utilisé
pour les tests de sensibilité aux antibiotiques. Des disques de papier filtre Whatman,
imprégnés avec 30 uL de l'extrait de cypres a différentes concentrations, ont été placés sur les

surfaces de I'agar inoculé.

Afin de valider I'expérience et d'établir un contréle, un disque imprégné uniquement de
DMSO a été utilisé comme contrdle négatif. Cela a permis de vérifier que toute inhibition de
croissance bactérienne observée était due a I'extrait et non a I'effet du solvant DMSO.

Les boites d'agar préparées ont été incubées a 37°C pendant 24 heures, une température
optimale pour la croissance des bactéries testées. Apres cette période d'incubation, la
sensibilité des souches bactériennes a I'extrait optimisé a été déterminée en mesurant les zones
d'inhibition autour des disques. Ces zones d'inhibition, qui apparaissent comme des cercles
clairs autour des disques, indiquent I'absence de croissance bactérienne et donc I'efficacité de

I'extrait étudié.

Les résultats obtenus ont été soigneusement enregistrés et les niveaux de sensibilité des
différentes souches bactériennes ont été résumés dans un tableau (voir ci-dessous). Ce tableau
présente les diameétres des zones d'inhibition pour chaque concentration d'extrait, permettant
une comparaison directe de l'efficacité antibactérienne de I'extrait de cyprés contre chaque
pathogéne testé. Ces données fournissent des informations précieuses pour I'évaluation de

I'utilisation potentielle de I'extrait de cypres comme agent antibactérien naturel.

Tableau 4 : Niveaux de sensibilité des souches en fonction des diamétres des zones

d’inhibition
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Diamétre (mm)
<8
9-14
15-19

>20

30

Sensibilité
Nulle
Sensible
Trés sensible

Extrémement sensible
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1 . Résultats et Discussion

1.1 . Résultats de ’optimisation des conditions d’extraction des

polyphénols

L’analyse des résultats obtenus aprés dosage de la teneur en polyphénols totaux des treize
extraits proposes par le PCC a donné les résultats affichés dans le tableau 05.
La détermination des teneurs en polyphénols a été réalisée a partir de 1’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage, exprimées en mg équivalent d'acide gallique par gramme

de matiére seche (Annexe 01)

Tableau 5 : Optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a partir des feuilles du

cypres par le PCC

N° d’essai Concentration Temps Teneur en polyphénols
poudre % (mg EAG/g)
1 10,000 6,0000 152,83
2 25,000 6,0000 125,33
3 25,000 26,0000 111,16
4 10,000 26,0000 120,33
5 6,8934 16,0000 133,66
6 28,1066 16,0000 121,16
7 17,5000 1,8579 143,66
8 17,5000 30,1421 110,33
9 17,5000 16,0000 147,33
10 17,5000 16,0000 148,33
11 17,5000 16,0000 141,16
12 17,5000 16,0000 147,83
13 17,5000 16,0000 149,50
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D’aprés les résultats, la teneur en polyphénols totaux observée varie entre 110,33 et
152,83 mg EAG/g. Cette variation suggere une influence significative des variables choisis

"concentration” et "temps" sur le rendement d'extraction des polyphénols.

Ainsi, le plan central composite (PCC) s’avere particuliérement utile, car il permet de tester
différents niveaux de ces facteurs ainsi que leurs interactions, afin de maximiser la réponse.
En effet, I'efficacité d'extraction des composés phénoliques a partir des matieres végétales est
influencée par plusieurs paramétres, tels que la température, la durée d'extraction (Ben Amor, 2008) et

la nature du solvant (Rostango, 2013).

1.2 . Validité du modele

Afin de vérifier la validit¢ du modeéle mathématique, quelques conditions doivent étre
verifiées :

e Le coefficient de corrélation (R2) de 98,43% montre une tres bonne adéquation et une
proximité entre les valeurs prédites et expérimentales (Boateng, 2023),il indique que
98,43% de la variance des données est expliquée par le modeéle, et que seul 1,57% ne
sont pas expliquées par le modéle, ceux-ci sont probablement dd aux erreurs de
manipulation.

o Le R carré ajusté (97,30%) et le R carré prédictif (97,51%) sont également tres élevés,

confirmant la fiabilité et la robustesse du modéle (Chan et al., 2009).
o Le modeéle global est trés significatif avec une valeur de p de 0,000, indiquant que les
variables explicatives (concentration, temps et leurs interactions) expliquent de maniére
significative la variation de la teneur en polyphénols.
o La valeur de I’erreur standard (S) est 2,52, ce qui est relativement faible, indiquant que

les prédictions du modele sont précises.
1.3 . Interprétation des Coefficients

e La constante de I'équation de régression est de 147,00, avec une trés haute valeur de T

et une valeur de p significative (p< 0,05).
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e Le coefficient du concentration (poudre/méthanol) est de -4,501, ce qui signifie qu'une
augmentation du ratio au-dela de la valeur précisée par le modele entraine une
diminution de la variable dépendante.

La valeur de T est élevée (en valeur absolue) et la valeur de p est significative,
indiquant que cet effet est statistiguement significatif.

De méme, Hossain et al. (2012) a démontré que la variation du concentration (matiere
seche/solvant) influence le taux d'extraction des polyphénols totaux et que leurs

teneurs augmentent avec l'augmentation du volume de solvant.

Tableau 6 : Coefficients de régression estimés

Terme Coeff Coeff T ValeurdeT Valeurdep FIV
Constante 147,00 1,13 130,13 0,000 -

Concentration -4501 0,893 -5,04 0,001 1,00
Temps -11,726 0,893 -13,13 0,000 1,00
Concentration? -9,741 0,958 -10,17 0,000 1,02
Temps? -9,948 0,958 -10,39 0,000 1,00
Concentration*Temps 9,17 1,26 7,26 0,000 1,00

e Le coefficient du temps est de -11,726, ce qui indique qu'une augmentation du temps
réduit la variable dépendante. Cette relation est hautement significative
statistiquement. Le temps d'extraction est un facteur important dans I'extraction des
composés phénoliques, car des périodes prolongées peuvent améliorer les rendements
d'extraction, mais des périodes excessives peuvent entrainer des changements
indésirables dans le composé extrait (Tiwari, 2015).

Selon nos résultats, a partir du seuil défini par le PCC, chaque minute supplémentaire
de macération dans le méthanol induit une baisse de la teneur en polyphénols totaux

dans 1’extrait obtenu.
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e Le terme quadratique de la concentration a un coefficient de -9,741, suggérant un effet

non linéaire de la concentration sur la variable dépendante. La significativité

statistique de ce coefficient est élevée.

e Le terme quadratique du temps a un coefficient de -9,948, suggérant un effet non

linaire du temps sur la variable dépendante. Cette relation est également trés

significative.

e L'interaction entre le facteur concentration et le temps a un coefficient de 9,17, ce qui

indique que I'effet de la concentration dépend du temps et vice versa. Cette interaction

est significative statistiquement.

En général, tous les termes du modele (constante, facteur concentration de la poudre,

facteur temps, termes quadratiques et interaction) sont statistiquement significatifs (p< 0,05).

Les valeurs de T élevées et les faibles valeurs de p indiquent que les coefficients sont

hautement significatifs.

Tableau 7 : Analyse de la variance (ANOVA)

Source

Modele

- Linéaires

- Concentration

- Temps

- Carré

- Concentration*
Concentration

- Temps*Temps

- Interaction a 2 facteurs

- Concentration*Temps
Erreur

- Inadéquation de I'ajustement
- Erreur pure

Total

DL SomCar

= N PPN Ol

AW N R R e

2791,08
1262,01
162,07
1099,94
1192,90
660,02

688,44
336,17
336,17
44,66
0,17
44,49
2835,74
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ajust
558,22
631,00
162,07
1099,94
596,45
660,02

688,44
336,17

336,17
6,38
0,06
11,12

Valeur
=
87,50
98,91
25,40
172,41
93,49
103,46

107,91
52,69
52,69

0,01

Valeur de

Y
0,000

0,000
0,001
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,999
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o La somme des carrés de l'erreur est relativement faible (44,66), ce qui indique que la
variabilité non expliquée par le modeéle est faible.

o L'inadéquation de I'ajustement a une valeur de p trés élevée (0,999), suggérant que le
modele est adéquat pour les données observees.

o L'erreur pure est relativement faible (44,49), confirmant la précision des mesures.

La figure ci-dessous présente le graphique de contour de 1’extraction des polyphénols totaux a

partir des feuilles du cyprés en fonction du temps et de la concentration de la poudre.

Graphique de contour de Teneur en polyphénols
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Figure 12 : Graphique de contour de I’extraction de polyphénols

La formule finale du modeéle est
y=147,00—4,501-X1—11,726-X2—9,741-X12—9,948-X22+9,17-X1X2
1.4 . Test de confirmation

Pour maximiser 1’extraction en polyphénols totaux, le modele, d’apres I’analyse des résultats,
prédit des valeurs optimales pour les deux variables étudiées, pour lesquelles la réponse
recherchée atteindra un niveau optimal, les optima des deux variables ainsi que la valeur

prédite de la réponse sont présentées dans la figure suivante :
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Figure 13 : Diagramme d’optimisation de I’extraction des polyphénols

Les résultats du test de confirmation, réalisé avec une concentration poudre méthanol
de 12,67% pendant 7,28 heures, ont abouti a l'obtention d'un extrait dont la teneur en
polyphénols totaux est de 152,00 mg EAG/g, ce qui est légérement inférieur a la valeur
prédite par le modele (153,66 mg EAG/g). Cela confirme une fois de plus la validité du

modéle.

Une étude réalisée par Aloui et al. (2020) sur l'extrait méthanolique des feuilles de C.
sempervirens de la région de Tabarka en Tunisie, a rapporté une teneur en polyphénols totaux
de 163,93 mg E AG/g MS. Notre résultat de 153,66 mg E AG/g MS, bien que Iégérement
inférieur, reste relativement élevé et montre que les feuilles de C. sempervirens de notre

région d'étude sont riches en composés phénoliques.

Cette valeur est supérieure a celle rapportée par I'étude d'Anka et al. (2020), ou la teneur des
extraits éthanolique des feuilles a été trouvé a 77,39 + 1,17 mg E AG/g MS. Cette variation
peut étre expliquée par la nature du solvant (Rostingo, 2013).

34




RESULTATS & DISCUSSION

2 Reésultats du screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisées sur 1’extrait optimisé des feuilles de C.

sempervirens sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : les résultats du criblage phytochimique de I’extrait optimisé

Composé Résultat

+++

Polyphénols
+

Alcaloides

++
Tanins
Sterols
Coumarines +
Mucilages +

(+++) : Une forte présence.
(++) : Une présence moyenne.

() : Une absence.

Observation

Apparition d’une couleur noir verdatre

Apparition d’un précipité orange

Apparition d’une couleur bleu noir

Absence d'un anneau rouge-brun
Apparition d’une préecipitation brune

Apparition d’un précipité floconneux

Les résultats de notre étude montrent la présence de polyphénols, d'alcaloides, de

mucilages, de coumarines et de tanins. Cependant, les stérols étaient absents.

La présence abondante de polyphénols dans notre plante a été rapportée par plusieurs travaux

(Ebru., 2023 ; Alouiet al., 2020). Les coumarines et les tanins galliques sont fortement

observés lorsque I'extraction au chloroforme est utilisée. Sabanne et Khaldi (2019), ainsi

qu'Aliouat et Boudaoud (2018), montrent I'existence de coumarines et de tanins galliques

dans les feuilles de Cupressus sempervirens L. dans leurs recherches. Nos expériences ont

également indiqué la présence d'alcaloides, ce qui oppose les résultats de Rahmani (2020),

qui a noté I'absence de ce métabolite dans les extraits de la plante étudiée.
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3 . Pouvoir antibactérien de I’extrait optimisé

Les reésultats de 1’activité antibactérienne de I’extrait optimisé contre sont présentes dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 9 ; Diameétres d’inhibition (mm) des souches étudiées sous I’action de 1’extrait

optimise.
Témoin
Extrait optimisé
Souche bactérienne P (DMSO)
100 mg/ml 50 mg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 9,25+ 0,25 7,00+ 1,00 0
Staphylococcus aureusATCC 25923 7,00£0,50 6,00+0,00 0
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 14,25+0,25 12+1,00 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8,00+0,00 6,5+0,50 0

Les résultats de notre étude montrent une efficacité variable de I'extrait méthanolique
contre différentes souches bactériennes (Annexe 02).

o L'effet antibactérien le plus significatif a été observé contre Klebsiella pneumoniae
(G-), avec des zones d'inhibition de 14 mm pour I'extrait concentré et de 12 mm pour
I'extrait dilué. Ces résultats sont tres proches de ceux de Chaudhary et al. (2012), qui
ont rapporté un diameétre d'inhibition de 14,77 mm pour la méme souche pour un
extrait méthanolique de 1mg/ml.

e Pour Escherichia coli (G-), notre étude a montré une inhibition de 9 mm avec I'extrait
concentré et de 7 mm avec I'extrait dilué, tandis qu'Ankaa et al. (2020) ont noté un
diameétre d’inhibition de 8 mm.

e Concernant Staphylococcus aureus (G+), nous avons observe des diametres
d'inhibition de 8 mm (extrait concentré) et de 6-7 mm (extrait dilué), tandis que
Ankaaet al. (2020) et Chaudharyet al. (2012) ont rapporté des inhibitions plus
élevees, de 12 mm et de 12,25 mm respectivement.
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e Enfin, pour Pseudomonas aeruginosa(G-), notre étude a montré des zones d'inhibition
de 7 mm (extrait concentré) et de 6-7 mm (extrait dilué), ce qui est en accord avec les
résultats de Ankaa et al. (2020), qui ont observé une inhibition de 7 mm. En revanche,
Chaudhary et al. (2012) ont rapporté une inhibition beaucoup plus importante de 12,5

mm.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a permis d'optimiser les conditions d'extraction des polyphénols a partir
des feuilles de cypres (Cupressus sempervirens L.) en utilisant un plan composite centré.
Les parametres optimaux, comprenant une concentration de poudre végétale de 12,67% et un
temps de macération de 7,28 heures, ont permis d'atteindre une teneur élevée en polyphénols
de 152 mg EAG/g. Le coefficient de corrélation (R?) de 98,43% indique une excellente
adéquation. De plus, le R carré ajuste (97,30%) et le R carré prédictif (97,51%) sont

également trés élevés, confirmant la fiabilité du modéle.

Les tests phytochimiques ont confirmé la présence de divers composés bioactifs, notamment
les polyphénols, les alcaloides, les mucilages, les coumarines et les tanins, avec une absence
notable de stérols. L'évaluation de l'activité antibactérienne de I'extrait méthanolique optimisé
a révélé une efficacité significative contre les souches de Klebsiella pneumoniae et
Escherichia coli, bien que I'effet ait été moins prononcé contre Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa.

Ces résultats soulignent le potentiel de l'extrait de feuilles de cyprés comme source de
composés bioactifs aux applications thérapeutiques possibles, en particulier en tant qu'agents
antibactériens. De plus, cette étude démontre que I'utilisation du plan composite centré pour
optimiser les conditions d'extraction des polyphénols est efficace, produisant des résultats

précis et un meilleur rendement d’extraction.

Plusieurs perspectives de recherche peuvent étre envisagées :

e Examiner d'autres paramétres et solvants d'extraction : Etudier 1’influence de divers
autres facteurs et solvants d'extraction pour comparer les rendements en polyphénols
et autres composés bioactifs.

e Réaliser des tests de toxicité in vitro et in vivo : Pour garantir la sécurité de l'utilisation
de ces extraits dans des applications thérapeutiques.

e Explorer des applications potentielles dans divers domaines : Investiguer I'utilisation
potentielle des extraits de cypres dans des secteurs tels que la cosmétique et

I'agroalimentaire.
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ANNEXE 1
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
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ANNEXE 2

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Figure 15 : Pouvoir antibactérien de I’extrait optimisé des feuilles de C. sempervirens sur quelques

souches bactriennes (photos personnelles)
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