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Introduction

L'usage des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique ancestrale.
Selon I’OMS (2004), 80% de la population africaine ont recours aux plantes médicinales pour
leurs besoins en santé primaire. Cet engouement autour des plantes s’explique par le fait de leur
accessibilité, leur faible codt et par habitudes socio-culturelles. Dans la liste de ces plantes,
figure Alchornea cordifolia dont les feuilles sont trés utilisees pour le traitement de diverses
maladies telles que le paludisme, le diabéte, I’hémorroide (Tra Bi et al., 2008 ; Ngene et al.,
2015). En effet, les extraits de feuilles de cette plante possedent des propriétés antimicrobiens,
antibactériennes, antiinflammatoires, antioxydantes (Nagha et al., 2016).

Le pouvoir thérapeutique de ces extraits de feuilles serait dii aux molécules bioactives
notamment les flavonoides qu’elles contiennent (Noundou, 2012 ; Agyare et al., 2014). En
effet, les flavonoides sont dotés d’un fort pouvoir antioxydant bénéfique pour la prévention et
le traitement de certaines maladies dégénératives telles que les cancers, les maladies cardio-
vasculaires et certaines affections chroniques (Nibir et al., 2017). Ces flavonoides sont
également doués de propriétés antibactériennes, antivirales, antiagrégants plaquettaires,

antiallergiques, anti-inflammatoires et anti-tumorales (Ghedira, 2005).

L’extraction de ces molécules bioactives des organes de plantes se font généralement
dans les ménages par les procédés classiques tels que la macération, 1’infusion et la décoction
(Bohui et al., 2018). Cela se fait en méconnaissance de certains paramétres technologiques
d’extraction tels que la température d’extraction, le temps d’extraction, le ratio matériel
végétal/solvant, la taille du matériel végétal et le mode d’extraction (Koffi, 2014). Or, la non
maitrise des conditions d’extraction de ces molécules pourrait influencer sur la composition
chimique et par ricochet, impacter I’effet thérapeutique de 1’extrait obtenu. C’est ainsi que les
plans d’expérience ont été utilisés pour 1I’optimisation des conditions d’extraction de certaines
molécules bioactives afin de les proposer aux populations (Koffi et al., 2015 ; Nyamien et al.,
2015; Yao et al., 2016).

La présente étude s’inscrit dans le cadre de 1’optimisation des conditions d’extraction
des molécules bioactives des feuilles d’A cordifolia., en I’occurrence les flavonoides totaux et
les antioxydants afin de les proposer aux ménages. Pour y parvenir, la démarche suivie a

consisté a :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibact%C3%A9rien
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antiviral
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antiagr%C3%A9gant
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=M%C3%A9dicament_antiallergique&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anti-inflammatoire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anti-tumoral
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e déterminer la composition phytochimique et les conditions d’extraction des
flavonoides totaux des feuilles d’A cordifolia ;

e optimiser les conditions d’extraction des flavonoides totaux et de [D’activité
antioxydante de ces feuilles par un plan central composite ;

e déterminer les caractéristiques physico-chimiques et la composition minérale de

I’extrait optimisé.

Le présent mémoire s’articule autour de trois grandes parties. La premiere partie
rapporte la synthése bibliographique sur la plante étudiée et d’autres aspects clé du sujet traité
que sont : les flavonoides, les antioxydants naturels et les plans d’expériences. La seconde partie
décrit le matériel et les méthodes utilisés. Enfin, la troisiéme partie présente 1’analyse et la
discussion de I’ensemble des résultats expérimentaux obtenus, suivie d’une conclusion et des

perspectives.
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I.1. Alchornea cordifolia

Alchornea cordifolia est une espéce de plante de la famille des Euphorbiaceae. On la
rencontre dans des foréts ombrophiles ou dans des galeries forestiéres de I'Afrique tropicale,
souvent aussi le long de riviéres. La plante est riche en métabolites secondaires qui font d’elle

une plante a large spectre d’utilisation.

1.1.1. Taxonomie

Les données taxonomiques de plante ont été fournies par Ngaha et al. (2016). Ces

données sont indiquées comme suit :

Régne : Plantae
Super-division : Embryophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Euphorbiales
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Alchornea
Espeéce : Alchornea cordifolia

1.1.2. Noms vernaculaires

Alchornea cordifolia est connu, en Cote d’Ivoire, sous différents noms a savoir : vidjo
(chez les Abbey), djeca (Chez les Agni et Baoulé), n’dzé (chez les Attié), féllémé (chez les
Gouro), bourounei (chez les Béte) (M’bra, 2017).

1.1.3. Description botanique

Alchornea Cordifolia, est un arbuste a feuilles persistantes grimpant parfois avec une

taille variante entre 5 et 10 m de haut. Ses branches dressées, avec des orifices évasés et
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tombants selon I'emplacement, partent de la base pour devenir horizontales selon I'endroit ou
pousse la plante (Mavar-Manga et al., 2007).

Son écorce est lisse, grise avec un bord brun rougeatre. Ses branches sont pubescentes
a glabres, allant du gris au brun (Mavar-Manga et al., 2007 ; Friis & Harris, 2013).

Ses feuilles sont alternes, simples avec des bords parfois entiers, glabres ou a
pubescence étoilée. Elles sont largement ovées, cordees a la base et acuminées au sommet (Friis
& Harris, 2013).

A. cordifolia, est une plante dioique a fleurs unisexuées. Les inflorescences femelles en
grappes pendantes sur les branches ou le tronc sont constitués de petites fleurs verdatres. Les
inflorescences males sont constituées de fleurs avec deux sépales en sections et huit étamines.
(Arbonnier, 2002). Les fruits sont capsulaires a deux ou trois loges plus ou moins aplatis
d'environ 1 cm de diametre, plus ou moins rougeéatre a maturité, trés caractéristique a cause des
deux tres longs stylets persistants a l'extrémité, laissant apparaitre des graines rouges

(Arbonnier, 2002). La figurel présente 1’aspect des feuilles d’A. cordifolia.

Figure 1 : Feuilles d'Alchornea cordifolia

1.1.4. Réparation géographique

A. cordifolia est retrouvé dans certains pays africains tels que la Cdte d'lvoire, la
République de Guinée, le Nigéria, le Soudan, la Gambie, le Mali et la République démocratique
du Congo (Miller & Gosling, 2014). Elle est répandue le plus souvent dans les foréts
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secondaires et les ripisylves. On la trouve également dans les zones marécageuses mais parfois

dans des endroits plus secs (Mavar-Manga et al., 2007).

I.1.5. Usages traditionnels

A. cordifolia est utilisé a différentes fins traditionnelles. L'infusion des feuilles est
utilisée dans le traitement des maladies telles que les maux de gorge, la toux et les bronchites.
Elle est également utilisée pour soigner d’autres maladies telles que 1’ulcére gastrique, la
diarrhée et la dysenterie amibienne (Nagha et al., 2016). Par ailleurs, le cataplasme des feuilles
est utilisé pour soigner les blessures. Les feuilles ainsi que I'écorce de racine de cette plante
sont utilisées pour le traitement de la lépre. Elles servent également d’antidote contre les
morsures de serpent (Agyare et al., 2014). Le broyat des feuilles sechées peut étre mélangé a
de la nourriture ou macéré dans du vin de palme comme indiqué par Philip et al. (2014).
L’extrait des feuilles est utilisé pour traiter diverses affections telles que les maladies
venériennes, la conjonctivite, les dermatoses et les ulcéres d'estomac. Elle est également utilisée
pour la prise en charge des douleurs inflammatoires, pour le traitement des pathologies génito-
urinaires, ainsi que pour I'amelioration de la fécondité (Adeshina et al., 2014).

1.1.6. Propriétés pharmacologiques

Les travaux realisés par Ishola et al. (2014) sur des souris, ont montré que 1’extrait
hydroalcoolique des feuilles d'A. cordifolia a un effet antidépresseur. De plus, Agbor et al.
(2004) ainsi que Eliakim-lkechukwu & Obri (2009) ont mis en évidence 1’effet anti-diarrhéique
de ces extraits.

Ces extraits sont également dotés de pouvoirs anti-inflammatoires, anxiolytiques et
analgesiques (Ismaila et al., 2012 ; Kamenan et al., 2013). Par ailleurs, les propriétés
antibactériennes, antimicrobiennes et antiinflammatoires de ces feuilles ont été mises en
exergue par Adeshina et al. (2012). Ces feuilles ont aussi un effet antipaludéen (Banzouzi et
al., 2002).

De méme, les études menées par Eliakim-lkechukwu & Obri (2009) ont montré que les
feuilles d’A cordifolia possedent une activité antidiabétique. Ces feuilles ont aussi un effet

antipaludéen (Banzouzi et al., 2002).
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1.1.7. Composition phytochimique

Des études phytochimiques antérieures de la plante ont révélé la présence de plusieurs
métabolites secondaires dans les extraits d’A. cordifolia, a savoir les terpénoides, les glycosides
stéroidiens, les flavonoides, les tanins, les saponines et les alcaloides (Adeshina et al., 2012 ;
Nagha et al., 2016 ; Noundou et al., 2016).

Les travaux de Mavar-Manga et al. (2008) ainsi que ceux de Noundou et al. (2016) ont
permis d’identifier, dans les extraits de feuilles d’A. cordifolia, les composés tels que
I’imidazopyrimidine, 1’alchornéine, alchornidine et plusicurs alcaloides de guanidine tel que la
N1, N2-diisopentényl gaunidine, la N1, N2, N3-triisopentényl guanidine. Par ailleurs, Agyare
et al. (2014) ont relevé la présence d’une gamme d'acide hydroxybenzoique dans les feuilles
d’A. cordifolia, a savoir : I’acide gallique et son ester, 1’acide anthralinique, 1’acide
protocatéchuique et I'acide ellagique. Plusieurs composés tels que le stigmastérol, le stigmasta-
4,22-dien-3-one, la friedelin, friedelane, I’acide 3-O-acétylaleuritolique, 3-O-acétylérythrodiol

et le gallate de méthyle ont été dans 1’extrait de feuilles d’A. cordifolia (Noundou et al., 2016).

I.2. Antioxydants naturels

Un antioxydant est une substance chimique capable de ralentir ou d’inhiber de manicre
significative I’oxydation d’un substrat (au niveau des macromolécules telles que les lipides, les
acides nucléiques et les protéines).

Les molécules ayant cette propriété ont la capacité d’agir directement ou indirectement
sur les radicaux libres en empéchant leurs actions (Kirschweng et al., 2017). Pour faire face a
ces radicaux libres, le systeme de défense humain utilise deux principaux groupes

d’antioxydants que sont : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques.

1.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques qui sont principalement constitués de trois enzymes (la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) sont considérés
comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les ERO (espéces réactives de
I'oxygene). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et
d’oxygeéne moléculaire (Lubrano & Balzan, 2015). La figure 2 présente les principales étapes

de la défense enzymatique contre les especes réactives.
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SOD
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Figure 2 : Principales étapes de la défense enzymatique contre les espéces réactives

1.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Il s’agit d’un ensemble de composés susceptibles de ralentir considérablement les effets
des radicaux libres qui n’ont pas été piégés par les systémes de défense enzymatiques. Il fait
intervenir les espéces chimigques endogenes ou exogenes. Dans cette catégorie d'antioxydant
nous retrouvons la glutathion réduit (GSH), les oligoéléments, les vitamines E et C, les
caroténoides et les polyphénols. Ces derniers suscitent depuis une dizaine d’années un intérét

croissant de la part des chercheurs (Kirschweng et al., 2017).

1.2.2.1. Glutathion réduit

La glutathion réduit (GSH) est un antioxydant protéique abondant dans I’organisme ou
il joue un réle de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs comme
I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine et 1’albumine. Le GSH est capable de régénérer les
vitamines E et C oxydées. C’est également un détoxifiant au niveau hépatique (Pisoschi & Pop,
2015).

1.2.2.2. Oligoéléments

Les oligo-€léments (Cu, Zn, Se, Mn, Fe etc.) ne sont pas des antioxydants en tant que
tels ; ils agissent dans 1’organisme comme des cofacteurs enzymatiques. Leur apport par
I’alimentation permet de maintenir le bon fonctionnement du systeme d’antioxydants
cellulaires. Il favorise donc 1’équilibre oxydatif. Par ailleurs, certains oligo-éléments, selon leur
état et leur concentration, peuvent étre a I’origine d’une production des substances d’oxygeéne
réactives (ROS). La supplémentation en ces oligo-éléments en cas de carence nécessite donc

un certain contrdle (Pisoschi & Pop, 2015). Ce sont : le cuivre, le zinc, et le sélénium.
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1.2.2.3. Vitamines

Les vitamines E et C représentent les composes antioxydants les plus étudiés depuis trés
longtemps (Hamid et al., 2018). Ces vitamines, occupent des sites cellulaires distincts en
relation avec leur solubilité respective dans les milieux lipidiques et aqueux. Cependant, elles

interagissent de maniére synergique.

La vitamine E connue aussi sous le nom d’a-tocophérol, est le principal antioxydant
dans les membranes des cellules, en particulier celles des mitochondries (Kryscio et al., 2017).
Elle agit directement sur une grande variété de ERO pour former un radical peu réactif. Par la
suite, la vitamine E oxydée pourra étre reconvertie par la vitamine C mais également par
d’autres composés comme la vitamine A, le GSH et I’ubiquinol. La vitamine E peut aussi

activer les SOD et les catalases (Hamid et al., 2018).

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, 1’on la retrouve dans
de nombreux fruits comme les oranges, les citrons et les fraises. Son caractere hydrophile ne
lui permet pas d’avoir une activité intracellulaire. L’intérét majeur de la vitamine C réside en

sa capacité de régénérer la vitamine E au sein de la membrane plasmique (Marik et al., 2017).

1.2.2.4. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes. lls sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xanthophylles. L’activité antioxydante
de ceux-ci est liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux
libres (ROO’, HO", 02", R") par simple addition électrophile et par transfert d’électrons. Ils

permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygéne singulet (Kryscio et al., 2017).

1.2.2.5. Polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe important de substances naturelles largement
répandues dans le regne végétal. Ces molécules agissent sur les chaines radicalaires par des
mécanismes de transfert d’électrons et/ou de protons. Ce sont également de bons chélateurs
d’ions métalliques de transition qui permettent de catalyser la peroxydation lipidique. D’une
fagon générale, I’activité biologique des polyphénols, notamment des flavonoides sont connus
pour leur potentiel antioxydant élevé. Ce potentiel antioxydant est fortement dépendant de la
nature et de la position de leurs substituants, en particulier du nombre de groupes hydroxyles
(Nibir et al., 2017).



Généralités

1.3. Flavonoides

Avec plus de 6000 molécules déja isolées, les flavonoides constituent les composes
phénoliques largement répandus dans le régne vegetal. Ce sont les composés les plus abondants
parmi tous les composés phénoliques. Ils ont des roles variés dans les plantes. 1ls sont impliqués
dans divers processus de la plante a savoir la défense contre les UV, la pigmentation, la
stimulation des nodules de fixation de 1’azote et la résistance aux maladies. La figure 3 présente
la structure de base des flavonoides. Ils sont constitues de deux unités aromatiques en Ce (cycles

A et B) reliés par un cycle pyranique central C (Crozier, 2003).

Figure 3 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre différenciés en plusieurs classes grace a la structure de
I’hétérocycle central et son degré d’oxydation. La figure 4 présente les différentes classes de
flavonoides. Ce sont: les flavones, les flavonols, les isoflavones, les anthocyanines, les

catéchines, les dihydroflavonols et les chalcones (Chira et al., 2008).

OO

S

Flavone Flavonone Flavonol Isoflavonol
+
O\ O 0 O o O @
_ g |
OH OH OH
O (0]
Anthocyanine Catéchine Dihydroflavonol Chalcone

Figure 4 : Structures de base des principaux flavonoides
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1.3.1. Activité biologique des flavonoides

De nombreuses études ont mis en exergue les propriétés biologiques des flavonoides
Selon leur structure chimique, ils peuvent se comporter comme des antioxydants, des anti-
allergenes, des antiviraux, des anti-inflammatoires et comme des vasodilatants (Ghedira, 2005).
Parmi ces propriétés biologiques, I’intérét principal a été consacre a leur activité antioxydante,
en raison de leur grande capacité a réduire la formation de radicaux libres (Terao, 2009 ;
Cushnie & Lamb, 2011 ; Catarino et al., 2016).

1.3.2. Activité antioxydante des flavonoides

Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont en partie responsables de leurs
nombreuses activités biologiques, y compris leur activité antitumorale. Ces composés naturels
ont la capacité de réagir avec la majorité des especes réactives de 1’oxygene (Pietta, 2000). Leur
action antioxydante ne s’exerce pas seulement par le piégeage et la désactivation des radicaux
libres, mais aussi par I’inhibition des enzymes oxydantes et la chélation des ions métalliques
responsables de la production des ROS (Pietta, 2000). En effet, les flavonoides possedent un
faible potentiel redox leurs permettant de réduire les radicaux libres oxydants comme le
superoxyde, le pyroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogene. Le radical
flavonoide phenoxyl (FI-O") qui en résulte peut réagir avec un autre radical libre pour former
une structure quinone stable (Prochazkova et al., 2011). De plus, les flavonoides sont capables
d’inhiber I’action d’enzymes responsables de la production des radicaux libres telles que la
xanthine oxydase, la NADPH-oxydase via la PKC (Terao, 2009). Par ailleurs, ils agissent
comme de bons chélateurs d’ions métalliques, a savoir les ions du fer (Fe?") et du cuivre (Cu?*)
qui sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques (Cuyckens & Claeys, 2004).
Cependant, leur exces est responsable de la production du radical hydroxyle par la réduction du

peroxyde d’hydrogéne (Prochazkova et al., 2011).

1.4. Méthodes d’extraction des molécules bioactives

L’extraction consiste spécifiquement en une dissolution des molécules d’intérét
contenues dans la mati¢re végétale dans un solvant. Il s’agit généralement d’une opération de
séparation solide/liquide qui peut se réaliser a partir de plusieurs procédés tels que la

macération, 1’infusion, la décoction, la percolation, la digestion, la lixiviation ou 1’élution
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(Wajsman et al, 2011). Parmi ces techniques d’extraction suscitées, les plus utilisées dans les

ménages sont : la macération, ’infusion et la décoction.

Macération : c’est une méthode d’extraction a froid qui se fait par pénétration du
solvant dans les cellules végétales. Ce phénomeéne provoque leur gonflement et la rupture des
liaisons moléculaires de faible énergie. Les extractibles alors dissous diffusent progressivement

des cellules végétales vers le solvant.

Infusion : ¢’est une méthode de préparation d’extraits nécessitant 1’apport de chaleur.
Le solvant le plus utilis¢ dans les ménages est 1’eau bouillante. Le principe consiste a laisser
diffuser les composés extractibles du matériel végétal vers 1’eau chaude suite a la pénétration
de celle-ci dans les cellules végétales. La température du milieu d’extraction diminue dans le

temps sous 1’effet de I’air ambiant.

Décoction : cette méthode de préparation d’extraits végétaux obéit au méme principe
que I’infusion. Ici la température du milieu d’extraction est maintenue supérieure a 100 °C par
une source de chaleur (le feu). En milieu industriel, cette méthode est appliquée pour

I’extraction des composés peu sensibles a la chaleur (cas de 1’extraction au soxhlet).

I.5. Optimisation des conditions d’extraction des flavonoides a I’aide de plans

d’expérience
1.5.1. Notion de plans d’expériences

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique. Ils permettent d’obtenir le maximum de renseignements avec un
minimum d'expériences. Ces plans d’expériences sont applicables a de nombreuses disciplines
et a toutes les industries a partir du moment ou I’on recherche le lien qui existe entre une
grandeur d’intérét et des variables. Dans ce cas, I’expérimentateur s'intéresse a une grandeur
qu'il mesure a chaque essai. Cette grandeur est appelée la réponse, c'est la grandeur d'intérét.
La valeur de cette grandeur peut dépendre d’une ou de plusieurs variables appelées facteurs
(Goupy, 2006).

La compréhension de la methode des plans d'expériences s'appuie sur deux notions
essentielles, celle d'espace expérimental et celle de modélisation mathématique des grandeurs
étudiées (Goupy, 2006).
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1.5.1.1. Notion d’espace expérimental

Toute expérience a pour but d’aboutir a une grandeur d’intérét appelée réponse. Celle-
ci est fonction de plusieurs facteurs. Lorsqu'on étudie I'influence d'un facteur, en général, on
limite ses variations entre deux bornes : la borne inférieure qui correspond au niveau bas et la
borne supérieure correspond au niveau haut. L'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre
le facteur entre le niveau bas et le niveau haut, est t’appelé domaine de variation du facteur ou

plus simplement le domaine du facteur (figure 5).

Domaine du facteur

/ - Facteur

[
! i al

/1 +1‘\

niveau bas niveau haut

Figure 5 : Domaine de variation du facteur (Goupy, 2006)
1.5.1.2. Notion de modélisation mathématique

On choisit, a priori, une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. On
prend un développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin (Goupy, 2006). Les dérivées
sont supposées constantes et le développement prend la forme d'un polynéme de degreé plus ou

moins éleve :
- 2
Yy =g+ D i X+ X Xj + -+ @ X[ Ay XXXz
« y est la réponse ou la grandeur d'intérét. Elle est mesurée au cours de I'expérimentation
et elle est obtenue avec une précision donnée.

* Xi représente le niveau attribué au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser un essai.
Cette valeur est parfaitement connue. On suppose méme que ce niveau est déterminé sans erreur

(hypothese classique de la régression).

* a0, ai, aij, aii sont les coefficients du modele mathématique adopté a priori. lls ne sont

pas connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.

L'intéerét de modéliser la reponse par un polynéme est de pouvoir calculer ensuite toutes

les réponses du domaine d'étude sans étre obligé de faire les expériences.
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1.5.2. Différents types de plans d’expériences

Il existe plusieurs types de plans d’expériences. Chacun, par ses propriétés, est
spécifique a la résolution d’un probleme particulier. Mais on peut les regrouper en deux grandes
catégories : les plans de criblages ou screening et les plans pour surfaces de réponses (RSM) ou
les plans d’optimisation (Goupy, 2005).

Les plans d’expériences pour criblage de facteurs (technique de screening) permettent
d’étudier I’effet des parametres sur la réponse. Par contre, les plans de surface de réponses
visent a déterminer d’une fagon quantitative les variations de la fonction réponse vis-a-Vvis des
facteurs d’influence significative. Elle vient ainsi s’appliquer a la suite de 1’étude de criblage
puisque, logiquement elle n’utilise que les facteurs précédemment jugés influents.

Le tableau I présente les informations concernant les plans d’expérience les plus utilisés

(Yoon, 2007).
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Tableau I : Différents types de plans d’expériences (Koffi, 2014)

Généralités

Plans d’expérience Nombresde  Avantages Inconvénients
facteurs
Plan de criblage :
Plan factoriel 2-4 Meilleure Grand nombre
complet couverture possible d’essais
des essais.
Plan factoriel Solution de Limitation des
fractionné 2-40u5 compromis avec un interactions a
plus petit nombre observer
d’essais.
Plan d’Hadamard 5-7 Nombre minimal Pas
d’essais requis ; d’observation
bon outil de des interactions
criblage.
Plan pour surfaces de
réponse :
Plan central 2-4 Estimation des Nombre modéré
composite effets de courbure d’essais ;
avec une prédiction requiert des
de haute qualité. parametres des
facteurs hors de
la gamme dans la
partie factorielle
Plan Box-Behnken 2-4 Estimation des Moins de

courbures avec un
petit nombre
d’essais ; requiert 3
niveaux pour
chaque facteur.

courbure par
rapport au plan

central

composite ;
mauvaise qualité
de prédiction

Dans cette étude, seul le plan central composite sera utilisé pour 1’optimisation des

conditions d’extraction des flavonoides totaux et de I’activité antioxydante des feuilles d’A.

cordifolia. Ce plan d’expérience présente 1’avantage de se préter au déroulement séquentiel
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d’une étude et d’exiger un nombre d’expériences relativement peu élevé. Il permet une
estimation de l'interaction et méme des effets quadratiques de chaque variable indépendante
avant la validation du test. Le nombre d’expériences dans un plan composite centré est donné

par la relation suivante :
N =2K+ 2K + No

Ou k est le nombre de facteurs d’entrée. Un plan composite centré se compose en Somme

de trois quantités :

e Un plan factoriel a deux niveaux (-1, +1), a partir de k facteurs, ce qui conduit a 2k
essais.

e 2k essais en étoiles, avec des niveaux (-a) et (+a), La valeur du a est fonction du nombre
de facteurs k.

e Npo essais au centre du domaine expérimental (niveau 0). La valeur de N est fonction du

nombre de facteurs k.

1.5.3. Travaux antérieurs

Les plans d’expériences ont déja été utilisés par plusieurs chercheurs pour I’optimisation
des conditions d’extraction des flavonoides et de 1’activité antioxydante d’organes végétaux.
Dans ce contexte, Wang et al. (2012) ont utilisé la méthodologie de surface de réponse pour
optimiser les conditions d’extraction assistée par ultrasons des flavonoides et des antioxydants
du rhizome de Sparganii. De méme, les conditions d’extraction assistée par ultrasons des
flavonoides des graines d’aubépine ont été déterminées a 1’aide d’un plan central composite
(Pan et al., 2012). Les travaux de Munhoz et al. (2014) ont également permis d’optimiser les
conditions d’extraction des flavonoides des fleurs de Tagetes patula grace a un plan de
mélanges. En outre, la méthodologie des plans d’expérience a été utilisée par Yao et al. (2016)
lors de I’optimisation des conditions d’extraction des flavonoides totaux et des antioxydants
totaux des feuilles de Dacryodes edulis. Wang et al. (2018) ont également utilisé la
méthodologie des plans d’expériences pour optimiser I’extraction des flavonoides des feuilles
d’oliviers. Yusof et al. (2019) ont utilisés la méthodologie de surface de réponse pour optimiser

des flavonoides des coques de cacao.
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Matériel et Méthodes

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal de cette étude est constitué de feuilles « mortes » d’Alchornea
cordifolia. Ces feuilles « mortes » ont été collectées au pied d’un arbre d’A. cordifolia présent
sur le site nord de I’INP-HB de Yamoussoukro (6°53°04.7°” Nord et 5°13°54.9°’Ouest), pendant
le mois d’octobre 2020. Les feuilles ainsi collectées ont été ensuite acheminées au Laboratoire
de Procedés Industricls, de Synthéses et de I’Environnement (LAPISEN) de I’'INPHB de
Yamoussoukro pour y étre séchées a 1’étuve pendant 24 heures. Les feuilles séchées ont eté
réparties en deux lots. Un des lots de feuilles a été découpé a la main en petits morceaux. Par

contre, I’autre lot a été broyé en fine poudre a 1’aide d’un mortier en bois.

La figure 6 présente les deux formes sous lesquelles les feuilles ont été utilisees pour la

préparation des différents extraits.

Feuilles entiéres

Feuilles Découpées Feuilles broyées

Figure 6 : Matériel végétal (les feuilles d'A cordifolia)
11.1.2. Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé pour cette étude est constitué de la verrerie courante

de laboratoire et d’appareils de laboratoire. Ce sont :
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e

*

un spectrophotomeétre Jasco V-530 (JASCO, Japon),

X/
°e

une étuve (memmert, Allemagne)

X/
°e

une balance de précision (Sartorius, France)

¢+ un conductivimetre (JENWAY, France)

% un pH-metre (HANNA, France),

% un spectrophotométre Absorption Atomique (Varian AA 20 Spectrometer, Australia),
¢+ un vortex (RS Lab, France),

¢+ un agitateur magnétique (Stuart, France),

% un réfractometre (Leica AR200, USA).

% un bain marie (Memmert GmbH, Allemagne)

11.1.3. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés pour les différentes analyses sont de qualités
analytiques. Il s’agit du nitrite de sodium (NaNO3), du chlorure d’aluminium (AICls), de la
soude (NaOH), du peroxosulfate de potassium (K2S20g), du méthanol (MeOH), de 1’éthanol
(EtOH), de I’ABTS (2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate de diammonium), du
chlorure de potassium (KCI), copeaux de magnésium, du réactif de Dragendorff, du chlorure
de fer (FeCls), du réactif de Liebermann, de 1’acide sulfrique (H2SO4) et de 1’alcool isoamylique
(CsH110H).

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation des extraits

La préparation des extraits s’est faite par décoction. Elle a consisté a faire bouillir dans
un ballon de 500mL, 15g du matériel végétal dans 300mL de solvant hydroéthanolique (150mL
d’eau et 150 mL d’éthanol). Le ballon a été surmonté d’un réfrigérant afin d’éviter 1’évaporation
de I’eau pendant la durée de 1’¢ébullition. L’ébullition est maintenue pendant toute la durée de
I’extraction 30min.

Les extraits obtenus sont par la suite filtrés a I’aide d’un dispositif (entonnoir + Coton

hydrophile). Les filtrats sont ensuite utilisés pour le criblage phytochimique.
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11.2.2. Criblage phytochimique

La mise en évidence de la présence (ou non) des différentes familles de métabolites
secondaires (alcaloides, polyphénols (tanins, flavonoides), saponosides, polyterpénes et stérols,
quinones), dans 1’extrait hydro-des feuilles d’Alchornea cordifolia, a été faite selon la méthode
décrite par Bagre (2007).

11.2.2.1. Mise en évidence des polyphénols

A 2 mL d’extrait végétal est ajoutée une goutte de solution aqueuse de FeCls (2% ; m/V).
L’apparition d’une coloration bleue noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence

de composés phénoligues.

11.2.2.2. Mise en évidence des flavonoides

Un volume de 2 mL d’extrait végétal est mis a sécher sur un bain de sable. Apres
refroidissement, le résidu sec est repris dans 5 mL d’alcool chlorhydrique (melange de 10 mL
d’éthanol 2 96°, 10 mL d’eau distillée et de 10 mL d’acide chlorydrique concentré). On y ajoute
2 a 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose-orangée ou violacée, aprés

ajout de 3 gouttes d’alcool isoamylique indique la présence de flavonoides.

11.2.2.3. Mise en évidence des tanins

Un volume de 5 mL d’extrait est mis a sécher sur un bain de sable. Apres cela, 15 mL
de réactif de STIASNY sont ajoutés au résidu sec. La solution obtenue est incubée au bain-
marie @ 80 °C pendant 30 min. L’apparition de flocons, précipitant lentement indique la
présence de tanins catéchiques. Cette solution contenant les flocons est ensuite filtrée ; et le
filtrat recueilli est saturé de CH3COONa. L’apparition d’une coloration bleu-noire intense aprés

ajout de 3 gouttes de FeClz a 2 % (m/V) indique la présence de tanins galliques.

11.2.2.4. Mise en évidence des saponosides

Un volume de 10 mL d’extrait végétal est mis dans un tube a essai. Apres avoir agité
pendant quelques minutes, la hauteur de mousse persistante est mesurée. Une hauteur de

mousse supérieure a 1 cm, indique la présence de saponines.
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11.2.2.5. Mise évidence des quinones

Le réactif dc BORNTRAEGER (ammoniaque diluée 2 fois) est utilisé pour la mise en
évidence des composés quinoniques. Pour ce faire, 2 mL d’extrait végétal a été vaporisé a sec.
Apreés cela, 5 mL de HCI diluée au 1/5° sont ajoutés au résidu obtenu. La solution obtenue, mise
dans un tube a essai, est portée au bain-marie bouillant pendant 30 min. Le tube a essai est
ensuite refroidi sous un courant d’eau froide. Ensuite, 20 mL de chloroforme sont ajoutés dans
un tube a essai et la phase chloroformique est recueilli dans un tube a essai et on y ajoute 0,5
mL d’ammoniaque diluée 2 fois. L apparition d’une coloration allant du rouge au violet indique

la présence de quinones.

11.2.2.6. Mise en évidence des alcaloides

Un volume de 6 mL d’extrait végétal est mis a sécher sur un bain de sable. Le résidu sec
est repris dans 6 mL d’alcool a 60° (degré alcoolique). La solution alcoolique ainsi obtenue est
répartie dans deux tubes a essai. Dans le premier tube, sont ajoutées 2 a 3 gouttes de réactif de
DRAGENDOREFF (solution aqueuse d’iodo-bismuth de potassium). L’apparition d’un précipité
ou d’une coloration orangée a rouge vermillon indique la présence d’alcaloides. Dans le
deuxiéme tube, une coloration blanc-jaunatre apres ajout de 2 a 3 gouttes du réactif de MAYER

marque la présence d’alcaloides.

11.2.2.7. Mise en évidence des polyterpenes et stérols

Le réactif de LIEBERMANN est utilisé pour cette mise en évidence. Pour ce faire, 5 mL
d’extrait végétal sont séchés a 1’étuve. Le résidu de 1’extrait végétal est dissout a chaud dans
1 mL d’anhydride acétique et recueilli dans un tube a essai. Le long du tube, on fait couler
0,5 mL d’acide sulfurique concentré. L apparition a I’interphase d’un anneau pourpre ou violet,

virant au bleu puis au vert, indique une présence de polyterpenes ou stérols.
11.2.3. Optimisation des conditions d’extraction des composés bioactifs

11.2.3.1. Etude préliminaire des parametres technologiques

L’ ¢tude préliminaire des parametres technologiques (facteurs) a consisté a préparer
différents extraits de feuilles en faisant varier les modalités d’un des parametres technologiques

(mode d’extraction, taille du végétal, solvant, ratio (m/V) et le temps d’extraction) et en
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maintenant les autres parameétres constants, afin de déterminer les niveaux inférieurs et

supérieurs des variables ainsi que la modalité des constantes.

Les différentes modalités des paramétres technologiques susceptibles d’influencer

I’extraction des flavonoides totaux étudiées sont :

o lataille du végétal (feuilles découpées ou broyat) ;

e le solvant d’extraction (eau a 100% ; eau/éthanol (70/30, V/V) ; eau/éthanol (50/50,
V/V) ; eau/éthanol (30/70, V/V) ou éthanol a 100%) ;

e le mode d’extraction (macération, infusion ou décoction) ;

e e ratio variant de 1/100 (m/V) a 10/100 (m/V) ;

e le temps d’extraction ; allant de 5 min a 120 min.

Pour le choix de la taille du végétal (feuilles découpées ou broyat), 1g du matériel
vegétal a été mis a macérer, pendant 30 minutes, dans 100 mL d’eau. Par la suite, la taille du

vegétal choisie a été celle dont le filtrat contenait la quantité la plus élevée en flavonoides totaux

Concernant le choix du meilleur solvant d’extraction, dans 100 mL de chaque solvant
(eau a 100% ; eau/éthanol (70/30, V/V) ; eau/éthanol (50/50, V/V) ; eau/éthanol (30/70, V/V)
et éthanol a 100%) est mis a macérer 1 g du matériel végétal (la forme sous laquelle la teneur
en flavonoides totaux extraits est la plus élevée). Apres macération, le solvant choisi est celui

dont la quantité en flavonoides totaux extraits est la plus élevée.

A propos du choix du mode d’extraction, 1 g de matériel végétal a été utilisé pour chaque
mode d’extraction (macération, a décoction, ou a infusion). Le temps d’extraction a été fixé a
30 min dans chaque cas. Et, la taille du végétal et le solvant utilisés sont ceux déterminés
précédemment. Aprés cela, le mode d’extraction choisi est celui pour lequel la quantité en

flavonoides totaux extraits est la plus élevée.

En ce qui concerne le choix du ratio, une gamme de ratio allant de 1/100 (m/V) a 10/100
(m/V) a été utilisée pour faire une extraction pendant 30 min. La taille du végétal, le solvant
d’extraction et le mode d’extraction sont ceux qui ont été retenus précédemment. C’est ainsi
que le meilleur ratio a été déterminé comme étant celui avec lequel la quantité en flavonoides

totaux extraits est la plus élevée.

Pour le choix du meilleur temps d’extraction, la cinétique d’extraction des flavonoides

totaux a été suivi pendant 120 min. Pour ce faire, un prélevement a été fait par intervalle de
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temps. La taille du végétal, le solvant d’extraction, le mode d’extraction et le ratio (m/V) pris

en compte sont ceux déterminés précédemment.

11.2.3.2. Application du plan central composite

Un plan central composite a été utilisé¢ pour la réalisation des essais d’optimisation des
conditions d’extraction des flavonoides totaux et de I’activité antioxydante des feuilles d’A.
cordifolia. Dans cette étude, 5 paramétres ont été pris en compte. Parmi ces parameétres, deux
ont été pris comme des variables (le temps d’extraction et le ratio matériel végétal/ volume du
solvant). Par contre, les trois autres (le mode d’extraction, le solvant et la taille des feuilles) ont
été considérés comme des constantes. Le tableau Il présente le codage des niveaux ainsi que la

valeur de leur étendu.

Tableau 11 : Niveaux des parametres expérimentaux du plan central composite

) Codage des niveaux/ Etendu
Parameétres technologiques

Symbole -141 -1 0 1 1,41

Temps d’extraction X1 100 144 250 356 4,00
Ratio (g/mL) X2 10 23 55 87 100

Treize (13) essais comportant 4 essais factoriels, 4 essais en étoile et 5 essais au centre
du domaine expérimental (Tableau III), ont été réalisé en accord avec le principe d’utilisation

du plan central composite, pour 2 facteurs, décrit par Feinberg (1996).
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Tableau 111 : Plan d'exécution du plan central composite
G’rouges Essal . Variables Constantes
d’essais randomisé
X1 X2 Mode Solvant Taille
d’extraction du
vegétal
1 +1 +1
Factoriels 2 +1 -1
3 -1 -1
4 -1 +1
5 0 0
6 0 0
Centré ! 0 0 . | EaweTOH
8 0 0 Décoction (70/30 : VIV) Broyat
9 0 0 ’
10 0 141
Etoilé 8 -1,41 0
9 0 -1,41
13 +1,41 0

Pour chaque essai, la quantité de flavonoides totaux (Y1) et la capacité antioxydante

(Y2) des différents extraits obtenus ont été déterminées.

11.2.4. Analyse quantitative des extraits
11.2.4.1. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a éte réalisé selon la méthode décrite par Marinova et
al. (2005). Dans une fiole de 25 mL, 0,75 mL de nitrite de sodium (NaNO3) a 5% (m/V) a été
ajouté a 2,5 mL d’extrait. Le mélange a été additionné de 0,75 mL de chlorure d’aluminium
(AICl3z) a 10% (m/V), puis incubé pendant 6 minutes a 1’obscurité. Aprés incubation, 5 mL de
soude (NaOH 1N) y ont été ajoutés puis le volume a été ajusté a 25 mL. Apres une agitation
vigoureuse du mélange, I’absorbance a été mesurée au spectrophotometre UV visible & Amax=
510 nm. Les essais ont été réalisés en triple. La teneur en flavonoides a été exprimée en

milligramme équivalent quercétine par gramme de vegétal sec extrait (mg/g QE).
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11.2.4.2. Evaluation de ’activité antioxydante par le test TEAC

Le test TEAC utilisé pour 1’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisé selon la
méthode décrite par Teow et al. (2007) avec quelques modifications. Cette méthode est basée
sur la capacité des composés a réduire le radical-cation ABTS™ (acide 2,2’-azinobis-3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Pour ce faire, le radical-cation ABTS™ a été produit suite
a un mélange équivolumique de 8 mM ABTS (87,7 mg dans 20 mL d’eau distillée) et 3 mM de
persulfate de potassium (0,0162 g dans 20 mL eau distillée). Le mélange ainsi obtenu a été
ensuite incubé pendant 16 heures a I’obscurité, a température ambiante (30 + 2°C). Une solution
fille a été préparée extemporanément avant chaque série de dosages, en diluant la solution mére
d’ABTS°* avec du méthanol jusqu’a 1’obtention d’une absorbance de 0,70 + 0,02 a la longueur
d’onde de734 nm. Ensuite, un volume de 0,1 mL d’échantillon (standard ou extrait) dissous
dans du méthanol a été mis en présence de 3,9 mL de la solution diluée d’ABTS®*. Ensuite,
I’ensemble a été vigoureusement agité puis incubé pendant 6 min a I’obscurité, a température
ambiante (30 + 2°C). Enfin, I’absorbance du mélange a été lue au spectrophotomeétre UV-visible
a 734 nm. Les résultats ont été exprimés en micromole par litre équivalent trolox (umole.L
TE), en comparant le pourcentage d’inhibition de I’ABTS°* par le trolox a celui de
I’échantillon. Le pourcentage d’inhibition de I’ABTS®* (A) a été exprimé comme suit :

Blanc __ pExtrait

A(%) = 734ABlanc734 X 100

734

AVec :
A73,B13¢= ahsorbance du blanc
A73,5i= abhsorbance de 1’extrait

Les analyses ont été réalisées en triple.
11.2.5. Détermination des caracteristiques physico-chimiques de I’extrait optimisé

11.2.5.1. Détermination du pH

Le pH de I’extrait optimisé des feuilles d’A. cordifolia a été mesuré en plongeant
I’électrode du pH-métre de type HANNA dans 50 mL d’extrait. Pour ce faire, le pH-métre a été
préalablement étalonné avec deux solutions tampon : pH= 4,0 et pH=7,0. La valeur du pH de

I’extrait est directement lue sur I’écran du pH-metre.

23



Matériel et Méthodes

11.2.5.2. Détermination de la conductivité

La conductivité des extraits des feuilles broyées d’A. cordifolia a été déterminée a 1’aide
d’un conductimétre (Hanna HI 9835). Pour ce faire, I’¢lectrode du conductimétre a été plongée
dans une prise d’essai de 50 mL d’extrait. La valeur de conductivit¢ de I’extrait a été

directement lue sur 1I’écran du conductimétre. La lecture a été réalisée en triple.

11.2.5.3. Détermination du taux de matiéres seches

Le taux de matiéres séches a été déterminé selon la méthode AOAC (1975). Pour ce
faire, un prélévement de 2 mL d’extrait de feuilles d’A. cordifolia a été effectué et mis dans un
creuset. Le creuset contenant la prise d’essai a été ensuite placé a I’étuve a 105 + 2°C pendant
24 heures. Apres cela, le creuset a été refroidi au dessiccateur puis pesé. Les essais ont été
réalisés en triple. Le taux de matiéres séches a été déterminé selon la formule suivante :

!

m — Me,

e

m’: masse du creuset et de I’échantillon séchée (g)
Mer : masse du creuset vide (g)

Me : masse de I’échantillon prélevée (g)

11.2.5.4. Détermination du degré Brix (°Brix)

Le °Brix qui correspond au taux de matieres solubles dans 1’extrait de feuilles d’A.
cordifolia a été mesuré a I’aide d’un réfractometre a infrarouge de type Leica AR 200. Pour ce
faire, 3 gouttes d’extrait de feuilles d’A. cordifolia ont été directement déposées sur le prisme
de I’appareil. L’appareil est tourné ensuite vers une source de lumiere et la lecture est faite sur
I’échelle 1’oculaire, a I’intersection des zones claire et sombre graduée. Les lectures ont été

réalisées en triple.

11.2.5.5. Dosage des éléments minéraux présents dans I’extrait optimisé

Les minéraux tels que le potassium, le calcium, le magnésium ; le sodium, le fer, le
mangangse, le cuivre et le zinc, dans 1’extrait optimisé de feuilles d’A. cordifolia, ont été dosés

au spectrophotomeétre a flamme d’absorption atomique (Varian AA 20 Spectrometer,
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Australia). Les teneurs en ces minéraux ont ét¢ déterminées a I’aide de la droite d’étalonnage

de chague minéral recherché.

11.3. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisee en faisant une analyse de variances a un facteur
(ANOVA a 1 facteur) pour toutes les données (moyenne de chaque parametre dosé). Cette
analyse a été réalisée a I’aide du logiciel Statistica 7.1 (StatSoft, Inc, USA). Les comparaisons
des moyennes ont été effectuees par le test de Newman-Keuls au niveau de significativité de
5%.
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Résultats et Discussion

I11.1. Détermination de la composition phytochimique et les conditions optimales d’extrait

de feuilles d’Alchornea cordifolia

Cette étude a été réalisée afin de déterminer la composition chimique et I’effet de chaque
parametre technologique sur la quantité totale de flavonoides totaux extraits des feuilles d’A.

cordifolia.

I11.1.1. Composition phytochimique d’extrait de feuilles d’Alchornea cordifolia
Le criblage phytochimique d’extrait hydro-alcoolique de feuilles d’Alchornea cordifolia
a revélé la présence des alcaloides, des saponines, des polyphénols (tanins et flavonoides), et

de terpénes/stérols. Nous notons cependant 1’absence des quinones (Tableau 1V)

Tableau IV : Métabolites secondaires identifiés dans les extraits d’A. cordifolia

Métabolisme secondaire Résultats du test
Alcaloides +
Tanins catéchiques +
Tanins galliques +
Saponines +
Flavonoides +
Polyphénols +
Polyterpénes/stérols +
Quinones -

Présence (+) ; absence (-)

Le criblage phytochimique d’extrait hydroalcoolique des feuilles d’Alchornea
cordifolia a révélé la présence de tous les composés recherchés, a 1’exception des quinones
(Tableau 1V). Ce résultat est similaire a celui de Saraka et al. (2018) qui confirme la présence
des mémes métabolites dans les extraits aqueux et éthanolique des feuilles d’Achornea
cordifolia. La présence de tous ces métabolites secondaires dans 1’extrait hydroalcoolique
pourrait justifier son utilisation en médecine traditionnelle. En effet, il a été demontré que la
présence d'alcaloides dans la plante favorise son utilisation dans le traitement éventuel du
paludisme, I'nypertension et le cancer (Achi et al., 2017). Les polyphénols ont des propriétés
antioxydantes tres importantes, permettant de lutter contre la formation de radicaux libres en

exces dans I'organisme (substances qui vont favoriser le vieillissement cellulaire). Les tanins
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issus des polyphénols possédent des propriétes astringentes et sont donc remarquables dans le
traitement des ulcéres d'estomac et la diarrhée. Elles forment également une couche protectrice
sur les plaies et les empéchent ainsi de s'infecter (Ashok & Upadhyaya, 2012). En raison de
leurs activités de piégeage des radicaux libres, les flavonoides ont été associees a la prévention
des maladies qui impliquent un stress oxydatif (Huang et al., 2010). Les saponines sont par
nature des antibiotiques qui combattent les infections et les invasions microbiennes. Ils ont
également des propriétés hypocholestérolémiques, qui pourraient offrir aux consommateurs une
certaine chimioprotection contre les maladies cardiaques (Okwu & Emenike, 2006). Les stérols
et polyterpenes, quant a eux, possédent plusieurs propriétés médicinales. Ce sont des
anticancérigénes, antipaludéens, anti-ulcereux, antimicrobiens ou des agents diurétiques (Achi
etal., 2017).

111.1.2. Détermination des conditions optimales
111.1.2.1. Effet de la taille des feuilles sur la quantité totale de flavonoides totaux extraits

L’effet de la taille des feuilles sur I’extraction des flavonoides totaux a été étudié sur le
broyat de feuilles d’A. cordifolia de méme que sur les feuilles découpées (figure 7). Apres
dosage, il en ressort que la teneur en flavonoides totaux des feuilles broyées (5,57 + 0,11 mg/g
EQ) est largement supérieure a celle des feuilles découpées (2,43 + 0,13 mg/g EQ). Donc, les
flavonoides totaux du broyat de feuilles diffusent mieux dans le milieu d’extraction
comparativement a ceux des feuilles découpées. Cela peut étre dd & I’augmentation de la surface
spécifique (surface d’échange entre le solvant et le solide) lorsque les cellules des feuilles sont
détruites par le broyage. En effet I’augmentation de la surface spécifique réduit les chemins de
diffusion dans la matrice végétale, permettant ainsi un meilleur contact entre la matrice végétale
et le solvant (Amor, 2007). Ce résultat corrobore ceux de Zhu et al. (2011) qui ont également
montré que le broyat des feuilles de Ginkgo biloba permettait de mieux extraire les flavonoides

de ces feuilles comparativement aux feuilles entieres ou découpées.
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Figure 7 : Effet de la taille des feuilles sur I'extraction des flavonoides totaux

Les diagrammes ayant les mémes lettres minuscules ne sont pas statistiquement différents.
111.1.2.2. Effet du solvant d’extraction sur la quantite totale de flavonoides totaux extraits

L’effet du solvant d’extraction sur la quantité totale de flavonoides totaux extraits a été
observé, en utilisant durant I’extraction, différentes proportions d’eau et d’éthanol (Eau a 100%,
Eau/ETOH (70/30, V/V), Eau/ETOH (50/50, V/V), Eau/ETOH (30/70, V/V) et ETOH & 100%).
Les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits préparés a partir des solvants

susmentionnés sont indiquées par la figure 8.
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Eau (100%) Eau/ETOH Eau/ETOH Eau/ETOH ETOH
(70/30) (50/50) (30/70) (100%)
Ratio VIV

Teneur en flavonoide (mg/g EQ)

Figure 8 : Effet du solvant sur I'extraction des flavonoides totaux

Les diagrammes ayant les mémes lettres minuscules ne sont pas statistiquement différents.
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Les différentes teneurs varient entre 3,2 mg/g EQ et 10,67mg/g EQ. La plus forte teneur
en flavonoides totaux (10,67 mg/g EQ) est obtenue en faisant I’extraction avec un mélange
d’eau/éthanol (70/30, V/V). Par contre, nous avons la plus faible teneur en flavonoides totaux
(3,2 mg/g EQ) avec I’extrait éthanolique a 100%. Nous remarquons également que la quantité
de flavonoides totaux extraits diminue lorsque la proportion en eau du mélange diminue. Ce
résultat est différent de ceux obtenus par Al-Farsi & Lee (2007) ainsi que Tabart et al. (2007)
qui ont observé que la quantité de flavonoides totaux extraits augmente lorsque la proportion
en eau dans le solvant d’extraction diminue. Cette différence observée pourrait étre due a la
matrice végétale utilisée. Dans le cas de cette étude, le mélange d’eau/éthanol (70/30, V/V)

serait indiqué pour extraire au mieux les flavonoides totaux.

111.1.2.3. Effet du mode d’extraction sur la quantité totale de flavonoides totaux extraits

La figure 9 présente les teneurs en flavonoides totaux des extraits de feuilles obtenus a
partir des méthodes classiques d’extraction telles que la macération, la décoction et 1’infusion.
Les teneurs en flavonoides totaux des extraits obtenus a partir de ces trois méthodes sont de
10,67 + 0,13 mg/g EQ pour la macération, 15,23 + 0,15 mg/g EQ pour la décoction et 12, 93 +
0,04 mg/g EQ pour l'infusion. L’analyse statistique des données indique qu’il existe une
différence significative au seuil de 5% entre toutes ces valeurs. De ce fait, nous pouvons
conclure que la décoction permet d’extraction au mieux les flavonoides totaux des feuilles d’A.
cordifolia comparativement a 1’infusion et a la macération. En effet, une température élevée du
solvant d’extraction favorise la pénétration du solvant dans la matrice végétale par diminution
de la viscosité de ce solvant. Cela conduit a une plus grande solubilisation et diffusion des
molécules solubles (Amor, 2008). Ces résultats concordent avec ceux de Bohui et al. (2018)
qui ont également montré que la décoction permet d’extraire au mieux les flavonoides des
feuilles d’Azadirachta indica et de Psidium guajava. Cependant Mahmoudi et al. (2013) a
montré sur I’étude d’Artichaut que ’extraction par macération serait préférable pour extraire
les flavonoides par rapport a la décoction. Cette différence observée pourrait étre due a la

différence de matériel végétal utilisé et du temps d’extraction.
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Figure 9 : Effet du mode sur I'extraction des flavonoides totaux

Les diagrammes ayant les mémes lettres minuscules ne sont pas statistiquement différents
111.1.2.4. Effet du ratio sur la quantite totale de flavonoides totaux extraits

La figure 10 présente I’effet de la variation du ratio (m/V) sur la quantité de flavonoides
totaux extraits par décoction des feuilles d’A. cordifolia. Nous remarquons que la plus petite
teneur en flavonoides totaux est obtenue avec le ratio 1/100 (m/V). Cette quantité croit
progressivement lorsqu’on part du ratio 1/100 (m/V) pour atteindre le ratio 4/100 (m/V). A
partir du ratio 4/100 (m/V), nous avons observons une légére diminution de la teneur en
flavonoides en partant du ratio 5/100 (m/V) au ratio 8/100 (m/V) ou elle se stabilise jusqu’au
ratio10/100 (m/V). Donc, le niveau inférieur et le niveau supérieur du ratio pourront étre fixés
respectivement a 1/100 (m/V) et 4/100 (m/V). Ces résultats sont compatibles avec les principes
de transfert de masse ou la force motrice pour le transfert de masse est considérée comme étant
le gradient de concentration entre le solide et le solvant (Al-Dhabi et al., 2017). En effet, cette
force devient importante lorsque le ratio (matiére végétale/solvant) utilisé est plus élevé (Al-
Dhabi et al., 2017 ; Wang et al., 2018). Cependant la diminution de la quantité de flavonoides
extrait suggere que la saturation du solvant se produit a 4/100 (/v) et I'équilibre final a éte atteint
(Nyamien et al., 2015). Ces résultats sont similaires a ceux de N’da (2016) dans 1’étude sur

I’extraction des flavonoides totaux des feuilles d 'Hibiscus Sabdariffa.
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Figure 10 : Effet du ratio sur I'extraction des flavonoides totaux

Les diagrammes ayant les mémes lettres minuscules ne sont pas statistiquement différents.
111.1.2.5. Cinétique de diffusion des flavonoides totaux dans le milieu d’extraction

La figure 11 présente la cinétique de diffusion des flavonoides totaux, dans le milieu
d’extraction. Cette cinétique a été suivie pendant 120 min de décoction avec un ratio de 4/100
(m/V). Nous remarquons que la teneur en flavonoides totaux extraits augmente
progressivement et cela de fagon exponentielle jusqu’au 60 min. Au-dela de ce temps
d’extraction, la teneur en flavonoides totaux de 1’extrait diminue jusqu’a 120 min. Donc le
temps optimal d’extraction par décoction des flavonoides totaux des feuilles d’A. cordifolia est
de 60 min. La diminution de la teneur en flavonoides totaux extraits pourrait due a la
dégradation des flavonoides suite a un temps d’extraction assez prolongé. Cette observation a
été faite par plusieurs auteurs (Spigno et al., 2007 ; Zhu et al., 2011 ; Wang et al. 2018). Selon
ces auteurs, un temps d'extraction prolongé peut entrainer une exposition accrue a la lumiere et
a l'oxygene, ce qui entrainera a terme lI'oxydation des flavonoides. Chew et al. (2011) dans leurs
travaux sur l'extraction des flavonoides des feuilles de Centella asiatica ont montré que les
enzymes endogénes des tissus végétaux ont la capacité de détruire les composés phénoliques

lorsque le temps d'extraction est prolongé.
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Figure 11 : Cinetique de la diffusion des flavonoides totaux
Pour extraire au mieux les flavonoides totaux des feuilles d’A. cordifolia, il faudrait que
I’extraction se fasse dans les conditions suivantes :
e Mode d’extraction = décoction ;
e Temps d’extraction = 60 min ;
e Ratio =4/100 (m/V) ;
e Solvant d’extraction = Eaw/ETOH (70/30, V/V) ;

e Taille du végétal = broyat (feuilles découpées).

I11.2. Optimisation des conditions d’extraction par un plan central composite

Le tableau V présente les résultats du plan central composite en considérant le temps
d’extraction et le ratio (matériel végétal/ volume du solvant) comme des variables. Les
différents essais réalisés, en maintenant constant le mode d’extraction, le solvant d’extraction
et la taille du végétal, ont permis d’obtenir en 55 min avec un ratio de 4/100 (m/V), la quantité
maximale de flavonoides totaux (63,17 mg/g EQ). Dans ces mémes conditions, la capacité
antioxydante de I’extrait obtenu est de 207, 85 umol. L*TE.
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Tableau V : Matrice expérimentale et résultats expérimentaux du plan central composite

Elglsoai Facteurs Réponses
X1 X2 Y1 Y2
1 2,5/100 55 42,00 140,93
2 3,56/100 87 63,03 185,21
3 2,5/100 55 40,67 143,74
4 3,56/100 55 53,67 185,30
5 2,5/100 100 51,67 148,73
6 2,5/100 55 43,33 141,17
7 2,5/100 55 44,67 143,63
8 1/100 55 20,67 61,79
9 2,5/100 10 32,67 135,22
10 1,44/100 23 21,67 84,52
11 2,5/100 55 40,67 140,7
12 1,44/100 87 26,50 106,97
13 4/100 55 63,17 207,85

X1 : Ratio exprimé en g/100 mL ; X» : Temps d’extraction (min) ; Y1 : teneur en flavonoides totaux

(mg/g EQ) et Y2 : capacité antioxydante des extraits (umole. L TE)

Les données du tableau V ont permis d’établir les relations entre les facteurs et les

réponses étudiées. Ces relations sont de la forme :
Y = bo + b1X1 + 02Xz + b11Xa? + h2oXo? + b12X1 X0

Le tableau VI présente les valeurs des coefficients affectés aux variables de ces

équations ainsi que leur significativité.
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Tableau VI : Valeurs des coefficients affectés aux variables des réponses Y 1 et Y2

Coefficients Valeurs

Y1 7
bo 42,27%** 142,03***
Lineaire
by 31,97 96,37+
2 10,11%%* 10,40%*
Quadratique
it -0,85™ -6,16™
2 -0,61™ 1,017
Interaction
b2 1,91 -11,27*
R 0,98 0,99

ns : non significatif ;* : significatif a 5% ; ** : significatif a 1% ; *** : significatif a 0,1%
L’analyse du tableau VI indique que le temps d’extraction et le ratio (m/V) influencent
positivement 1’extraction des flavonoides totaux des feuilles d’A. cordifolia. Les effets

quadratiques de ces parameétres ainsi que leur interaction ne sont cependant pas statistiquement

significatifs (p > 0,05). Tout cela se traduit par 1’équation suivante :
Y1=42,27 + 31,97 X1 + 10,11 X2

La figure 13 présente la représentation en mode surface-réponse de 1’équation Y1. Nous
observons qu’en augmentant le ratio (m/V) et en prolongeant le temps d’extraction jusqu’a un
seuil, la quantité de flavonoides totaux extraits augmente également. Nous notons cependant un

effet quadratiqgue moins prononcé.
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Figure 12 : Influence des différents parametres sur I'extraction des flavonoides totaux

Une influence positive du temps d’extraction et du ratio (m/V) est également noté sur
I’activité antioxydante des extraits de feuilles d’A. cordifolia. Par ailleurs, un effet d’interaction

négatif entre ces deux parameétres est observé. L’équation mathématique qui en résulte est la
suivante :

Y2=142,03 + 96,37 X1 + 10,40 X2 - 11,27 X1 X2

Nous remarguons, comme dans le cas des flavonoides totaux, qu’en augmentant le ratio
et prolongeant le temps d’extraction jusqu’a un certain seuil, I’activité antioxydante des extraits

de feuilles d’A. cordifolia augmente également (Figure 13). Dans ce cas, 1’effet quadratique
observé est également insignifiant (p > 0,05).

@.F o) OV

Figure 13 : Influence des différents paramétres sur 1’extractions des antioxydants
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111.3. Validation expérimentale des conditions optimales d’extraction

Le tableau VII présente les conditions optimales communes d’extraction des
flavonoides totaux et de 1’activité antioxydante. Ces conditions optimales d’extraction ont été
déterminées par une fonction de désirabilité (Statistica 8.0). Pour avoir un extrait de feuilles
d’A. cordifolia contenant le maximum de flavonoides totaux avec une meilleure activité
antioxydante, il faudrait que ’extraction se fasse par décoction pendant 55 min avec 4 g de
broyat de feuilles dissous dans 100mL d’un mélange eau/éthanol (70/30, V/V). Dans ces
conditions la quantit¢ des flavonoides totaux et [’activit¢ antioxydante prévue sont

respectivement de 64,04 mg. g EQ et 204,05 pmol. L1 TE (tableau VI11).

Tableau V11 : Valeur prédite et expérimentale des réponses

Réponses Valeur prédite Valeur expérimentale
Flavonoides totaux (mg. gEQ) 64,042 63,17+ 0,672
Activité antioxydante (pmol. g-'TE) 204,05° 207,85 + 1,33°

Les lignes ayant les mémes lettres minuscules ne sont pas statistiquement différents5%

L’analyse statistique des données du tableau VII, indique que la teneur en flavonoides
totaux et I’activité antioxydante de 1’extrait préparé dans les conditions optimales sont proches
des valeurs prédites. Par ailleurs, 1’analyse statistique des données indique qu’il n’existe pas de
différence significative entre les valeurs prédites et celles obtenues expérimentalement (p >
0,05) (Chan et al., 2009 ; Koffi et al., 2015). Donc le PCC est appliqué avec succes pour
’optimisation de I’extraction des flavonoides totaux et des antioxydants totaux des feuilles d 4.

Cordifolia.
111.4. Caractéristiques physico-chimiques et composition minérale de I’extrait optimisé
111.4.1. Caractéristiques physico-chimiques de I’extrait optimisé

Les caracteristiques physico-chimiques de I’extrait optimisé sont mentionnées dans le
tableau VIII.

Tableau V111 : Paramétres Physico- chimiques de I'extrait optimisé

Parameétres pH Conductivité(uS/Cm) °Brix %MS

Valeurs expéerimentales 3,95 + 0,03 6,00 £ 0,03 2,8+0,00 1,44+0,01
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Les résultats du tableau VIII indique que I’extrait optimisé des feuilles d’A. cordifolia
est acide (pH 3,95 + 0,03). Ce pH acide pourrait contribuer a la conservation de qualité sanitaire
de cet extrait. En effet, en milieu acide, la croissance bactérienne est fortement inhibée. (Naman
et al., 2005). On constate également une faible valeur de la conductivité. Cette valeur basse de
la conductivité indique une faible présence de minéraux (meilleur conducteur de courant
¢lectrique) dans 1’extrait optimisé (Naman et al., 2005). De plus, la valeur relativement faible
du degré Brix laisse présager que les matiéres seches solubles telles que les sucres réducteurs,
les acides, les sels, les pectines et les matiéres azotées sont présentes en faible quantité dans
I’extrait hydroalcoolique d’A. cordifolia. Le tableau VI1II indique également une valeur faible

du taux de matiére seéche qui pourrait s’expliquer par une faible présence de matiére organique.

111.4.2. Composition minérale de I’extrait optimisé

Les minéraux dosés dans I’extrait optimisé sont : le potassium, le calcium, le
magnésium, le sodium, le manganese, le fer, le cuivre et le zinc. Les concentrations de ces
différents minéraux sont mentionnées dans le tableau 1X.

Tableau IX : Teneur en minéraux de I'extrait optimisé

Minéraux dosés Valeurs expérimentales (mg/kg)
Potassium 0,59

Calcium 1,88

Magnésium 0,27

Sodium 27,92

Manganese 1,27

Cuivre 0,76

Fer 8,04

Zinc 23,03

L’analyse de la composition minérale de 1’extrait de feuilles d’A. cordifolia révele qu’il
est plus riche en sodium (27,92 mg/kg) et zinc (23,03 mg/kg) comparativement aux autres
minéraux dosés. Apres ces deux minéraux, nous avons par ordre décroissant le fer (8,04 mg/kg)
suivi du calcium (1,88 mg/kg), manganése (1,27 mg/kg), cuivre (0,76 mg/kg) et du potassium
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(0,59 mg/kg). Cependant, les teneurs des minéraux doses dans 1’extrait de feuilles d’A.
cordifolia sont faibles comparativement a celles déterminées, dans le méme type d’extrait, par
d’autres auteurs (Ebenyi & Uraku, 2017 ; Solomon et al., 2017). Cette différence de teneurs en
minéraux pourrait étre due a 1’origine géographique du matériel végétal. Par ailleurs, Ebenyi &
Uraku (2017) ont rapporté dans leurs travaux que les minéraux (Mg, Zn, Na, Mn et Fe) présents
dans I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles étaient plus abondants comparativement a ceux de
I’extrait aqueux. Donc la différence de solvant utilisé pour faire 1’extraction pourrait également
jouer sur la teneur en minéraux extraits. 1l faut noter que tous les minéraux présents dans
I’extrait optimisé jouent un important role dans le mécanisme physiologique humain et animal.
Par exemple, le zinc est impliqué dans la formation de I'neme de I'hnémoglobine et la contraction
musculaire. En outre, le zinc contribue a la fonction immunitaire, a la cicatrisation des plaies, a
la production de spermatozoides, au développement et a la croissance du feetus (Ebenyi &
Uraku, 2017). Selon Flood et al. (2005), le calcium a une activité anticarcinogene, lui
permettant de réduire le risque de cancer colorectal. Il est également un facteur majeur dans
I’ossification ainsi que dans la coagulation sanguine. En association avec le zinc, le calcium
permet de lutter contre 1’ostéoporose (Flood et al., 2005). Quant au potassium, associé au
sodium, il joue un r6le clé dans le maintien du potentiel électrique au sein des cellules
membranaires et dans la conduction des impulsions nerveuses (Taylor, 2003). En association
avec le potassium ou le magnésium, le calcium permet de lutter contre I’ostéoporose (Flood et
al., 2005). Le fer, par contre, est I’'un des constituants fondamentaux des globules rouges.
Cobanoglu et al. (2010) estiment que le cuivre aide a I'absorption et a I'assimilation de la teneur
en fer de I'némoglobine. Il régule également la production d'insuline. Son déficit peut provoquer

des maladies comme 1’anémie.
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Conclusion

Cette ¢tude a permis d’optimiser par plan d’expérience les conditions d’extractions des
flavonoides totaux et des antioxydants des feuilles d’Alchornea Cordifolia. En résumant les
différentes étapes d’extraction menées sous différentes conditions optimales. Il en ressort que
pour avoir un extrait de feuilles d’A. cordifolia contenant le maximum de flavonoides totaux
avec une meilleure activité antioxydante, il faudrait que I’extraction se fasse par décoction
pendant 55 min avec 4 g de broyat de feuilles dissous dans 100 mL d’un mélange eau/éthanol
(70/30, VIV). Du point de vue qualité, les résultats ont révélé que I’extrait optimisé est une
importante source de composés phytochimiques et de minéraux nécessaires au fonctionnement
normal du corps humain. Cet extrait est également doté d’une bonne activité antioxydante qui

pourrait étre bénéfique dans la lutte contre le stress oxydatif.

En perspective, nous souhaitons déterminer la composition chimique de I’extrait
optimisé d’A. cordifolia. De plus, nous envisageons évaluer la toxicité de cet extrait afin de le

proposer a notre population.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (Flavonoides totaux)
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RESUME :

Ce travail a pour objectif d’optimiser les conditions d’extraction des flavonoides et des
antioxydants des feuilles d’A. cordifolia a ’aide d’un plan central composite. Pour ce faire,
I’influence des parameétres tels que la taille du matériel végétal, le solvant, le mode
d’extraction, le ratio (matiére végétale/solvant) et le temps d’extraction a été étudiée.
L’analyse des résultats indique que pour extraire aux mieux les flavonoides totaux et les
antioxydants des feuilles d’A. cordifolia, il faudrait que 1’extraction se fasse par décoction
pendant 55 min avec 4 g de broyat de feuilles dissous dans 100 mL d’un mélange eau/éthanol
(70/30, V/V). Dans ces conditions la quantité des flavonoides totaux et [’activité
antioxydante obtenues sont respectivement de 63,67 mg/g EQ et 205,72 umol. L1 TE. Par
ailleurs, il faut noter que I’extrait optimisé contient des métabolites secondaires tels que les
alcaloides, les saponines, les polyphénols (tanins et flavonoides) et les terpénes/stérols). De
plus, il contient a des proportions variables les minéraux tels que le potassium, le calcium,

le magnésium ; le sodium, le fer, le manganése, le cuivre et le zinc.

Mots clés : Alchornea cordifolia, Antioxydants, Flavonoides, Plan Central Composite,
Optimisation.

ABSTRACT :

The aims of this of this work is to optimize the extraction conditions of flavonoids and
antioxidants from the leaves of A. cordifolia using a central composite design. To do this,
the influence of parameters such as the size of the plant material, the solvent, the extraction
mode, the ratio (plant material/solvent) and the extraction time were studied. The results
indicate that to best extract total flavonoids and antioxidants from the leaves of A. cordifolia,
extraction should be done by decoction for 55 min with 4 g of leaf powder dissolved in 100
mL of a water/ethanol mixture (70/30, V/V). Under these conditions the total flavonoids and
the antioxidant activity obtained are 63.67 mg/g QE and 205.72 pumol. L™ TE, respectively.
It should also be noted that the optimized extract contains secondary metabolites such as
alkaloids, saponins, polyphenols (tannins and flavonoids) and terpenes/sterols). In addition,
it contains minerals such as potassium, calcium, magnesium, sodium, iron, manganese,

copper and zinc in varying proportions.

Keywords : Alchornea cordifolia, Antioxidants, Flavonoids, Central Composite Design,

Optimization.
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