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Résumé

Ce travail porte sur I’extraction des composés bioactifs de Rosmarinus
officinalis en utilisant des techniques respectucuses de I’environnement. Les plantes
médicinales constituent une source importante de molécules naturelles telles que les
polyphénols et les huiles essentielles, largement utilisées dans les industries
pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques. Cependant, les méthodes d’extraction
conventionnelles présentent plusieurs limites, notamment une longue durée
d’extraction et I’utilisation de solvants toxiques. Dans cette étude, des techniques
d’extraction verte telles que I’extraction assistée par micro-ondes (MAE) et par
ultrasons (UAE) ont été étudiées. Les résultats obtenus ont montré une amélioration de
I’efficacité d’extraction et une réduction du temps de traitement. Ces résultats
confirment le potentiel des techniques vertes comme alternatives durables pour la
valorisation des plantes médicinales.

Mots clés: Green extraction, Rosmarinus officinalis, Bioactives compound.

Abstract

This study focuses on the extraction of bioactive compounds from Rosmarinus
officinalis using environmentally friendly techniques. Medicinal plants are an
important source of natural molecules such as polyphenols and essential oils, widely
used in pharmaceutical, food, and cosmetic industries. However, conventional
extraction methods present several limitations, including long extraction times and the
use of toxic solvents. In this work, green extraction methods such as microwave-
assisted extraction (MAE) and ultrasound-assisted extraction (UAE) were investigated.
The obtained results showed an improvement in extraction efficiency and a reduction
in processing time. These findings highlight the potential of green extraction
techniques as sustainable alternatives for the valorization of medicinal plants.

Keywords: Extraction, Bioactive compounds, Rosmarinus officinalis.
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Liste d’abréviation

Abréviation Signification

DPPH 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle

ICse  Concentration inhibitrice 50 %

TPC Total Phénolique Content (Teneur totale en polyphénols)

TFC Total Flavonoide Content (Teneur totale en flavonoides)

QE Equivalent de Quercétine

UV  Ultraviolet

DO  Densité Optique

UAE Ultrasound-Assisted Extraction (Extraction assistée par ultrasons)
MAE Microwave-Assisted Extraction (Extraction assistée par micro-ondes)
CO:-SFE Extraction par fluide supercritique au CO2

ROS Reéactive Oxygene Species (Especes Réactives de ’Oxygéne)
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Introduction
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Introduction:

Les plantes médicinales jouent un r6le crucial dans les systemes de santé
traditionnels et modernes en raison de leurs propriétés thérapeutiques et de leurs
composes actifs. [1]

Au cours des derniéres années, I’extraction des composés bioactifs issus des
plantes médicinales a suscité un intérét croissant, en raison de la demande accrue en
produits naturels dans divers secteurs tels que I’industrie pharmaceutique, cosmétique,

alimentaire et biotechnologique.

Ces substances, notamment les flavonoides, les terpenes et les composés
phénoliques, sont reconnues pour leurs activités biologiques importantes, telles que les
effets antioxydants, antimicrobiens et anti-inflammatoires, ce qui renforce leur valeur

dans ces domaines. [2]

Par ailleurs, bien que les méthodes conventionnelles comme la macération et la
distillation soient encore largement employées pour extraire certains composés, elles

présentent plusieurs limites.

Dans un contexte mondial marqué par la transition écologique et la recherche de
la performance thérapeutique, I'extraction des composés bioactive se retrouve face a un
défi majeur : Comment maximiser I'efficacité de I'extraction des principes actifs tout
en minimisant I'empreinte environnementale du procéde et quelle est les méthodes

alternatives.

En revanche, les techniques modernes, telles que I’extraction assistée par
ultrasons ou I'utilisation du CO: supercritique, offrent des performances supérieures en
termes de rendement, de rapidité et de respect de I’environnement. Ces approches
permettent notamment de mieux préserver les molécules sensibles a la chaleur tout en
réduisant 1’utilisation de solvants nocifs [3]. Ainsi, face aux enjeux actuels
d’optimisation et de durabilité, ces méthodes innovantes font ’objet d’un intérét

scientifique grandissant, comme en témoignent de nombreuses études récentes.



-C’est dans cette optique que s’insére ce travail de thése de Master et les objectifs visés
sont les

Suivants :

L’objectif principal de ce mémoire est une étude comparative, utilisant le
concept d’extraction verte appliqué aux plantes, aux aromates et aux médicaments.
Ceci permet de comparer les méthodes d’extraction classiques, telles que la macération
et la distillation, avec les techniques modernes, notamment I’extraction assistée par

ultrasons et I’extraction supercritique au CO2.
Ce manuscrit de thése est divisé en deux parties principales :

= Partie bibliographique /Etat de I’Art : cette partie est composée de deux parties, le
premier a été consacré pour une généralité sur les plantes médicinales et les substances
bioactives et en précisant notre plante Rosmarinus officinales L. (Rosemary) et le
deuxieéme partie a ét€ consacré sue les méthodes d’extraction conventionnelles et sont

limites et les nouvelles méthodes.

= Partie expérimentale : cette partie est composée de deux parties aussi, le premier
présente les matériels utilisés et les méthodes qu’on a suivies au cours de cette étude.
La deuxieme partie regroupe la présentation des différents résultats obtenus au cours

des différentes parties d’étude, leurs analyses et leurs interprétations.

= Enfin, nous terminerons par une conclusion générale.



Chapitre |



I.  Chapitre |

.1 plantes médicinales

1.1.1  Définition des plantes médicinales :
Les plantes médicinales sont des plantes dont certaines parties sont utilisées a
des fins thérapeutiques pour le traitement et la prévention de diverses maladies et
affections.

Par ailleurs, le role des plantes médicinales dans la recherche ethnobotanique

ainsi que dans les initiatives de conservation est incontestable.

Depuis des genérations, les communautés autochtones a travers le monde
exploitent les vertus thérapeutiques de ces plantes, et leurs savoirs traditionnels ont
largement contribué a la découverte et a ’utilisation des composés bioactifs. [4]

1.1.2  L’usage de plantes médicinales :

L'usage des plantes médicinales est une pratique ancestrale et répandue dans de
nombreuses cultures a travers le monde. Parmi les parties des plantes médicinales
utilisables a des fins médicinales, on trouve les racines, les rhizomes, les feuilles, les
fleurs, les fruits, les graines, I'écorce, etc. Les plantes meédicinales (en allemand :
Arzneipflanzen) sont obtenues par la récolte de plantes sauvages, semi-cultivées ou
cultivees. La culture permet d'obtenir des rendements plus élevés, mais toutes les
plantes médicinales ne peuvent pas étre cultivées. La busserole, par exemple, en est un

exemple. [5]
1.2 les substances bioactives :

Les plantes synthétisent une grande variété de métabolites secondaires tels que les

polyphénols, les terpénoides, les alcaloides et les huiles essentielles. Ces composes

Présentent des activités biologiques importantes, notamment des effets antioxydants,

antimicrobiens, anti-inflammatoires et anti-age. [6]



1.2.1 Définition de substances bioactives :

Les composés bioactifs, également appelés métabolites secondaires, sont des
substances produites par les plantes qui exercent des effets biologiques sur les
organismes vivants. Contrairement aux métabolites primaires nécessaires a la
croissance et a la reproduction, les composés bioactifs ne sont pas indispensables a la
survie, mais jouent un role crucial dans la défense et l'adaptation. [7]

1 .Alcaloide :

Les alcaloides forment un groupe diversifié de composes azotés présents dans de
nombreuses plantes médicinales. Ces substances ont souvent des effets physiologiques

notables sur I'étre humain et font I'objet d'applications thérapeutiques spécifiques.
2 .Flavonoides :

Les flavonoides sont une classe de composés poly phénoliques reconnus pour

leurs propriétés anti-inflammatoires et antioxydants.
On les trouve dans une variete de fruits, de légumes et de plantes médicinales.

Les flavonoides jouent un role dans la medecine traditionnelle a base de plantes

et contribuent souvent a la couleur vive des fruits et des fleurs.

3. Polyphénols :

Les polyphénols forment une catégorie variée de composés présents dans le
regne végétal et dotés de propriétés antioxydants, anti-inflammatoires et susceptibles

d'avoir des propriétés anticancéreuses. Le polyphénol a attiré une attention

particuliere en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydants. [8]

Les polyphénols constituent un vaste ensemble de molécules principalement
dérivées des plantes. Ces derniers posseédent des caractéristiques antioxydants et

freinent le processus de vieillissement cellulaire. On utilise les polyphénols comme

moyen de prévention contre les maladies cardiovasculaires, inflammatoires. [9]



4 Lestanins:

Les tanins jouent un double rdle : ils sont & la fois des antioxydants et des
inhibiteurs enzymatiques. lIs préservent les cartilages en empéchant la détérioration de

I'acide hyaluronique.

Les tanins ont un caractére astringent et détiennent des propriétés antifongiques
et antibactériennes. Ils peuvent également étre employés pour réparer les tissus en cas

de brilures et étre consommeés en situation de diarrhée.
Propriétés biologiques :

1. Tannins :

Les tannins sont reconnus pour leurs multiples activités biologiques, notamment leurs effets
antimutagenes, antioxydants et anticancereux. [10] Leur aptitude a former des complexes avec
les protéines et les ions metalliques participe a leur réle protecteur contre certaines pathologies
métaboliques et cardiovasculaires. Par ailleurs, ils présentent un intérét potentiel dans le

contréle du poids ainsi que des propriétés anti nociceptives. [11]
2. Terpenoides :

Les terpenoides représentent le groupe le plus vaste de métabolites naturels, issus
principalement des voies du mévalonate et du méthylérythritol phosphate (MEP). Ils
possedent une large gamme d’activités biologiques, incluant des effets antimicrobiens,
anti tumoraux et cicatrisants. En outre, ils interviennent dans les interactions
écologiques des plantes en agissant comme attractants ou répulsifs .Certains composés,
tels que I’andrographolide, le P-élémene et le linalol, présentent des activités

pharmacologiques importantes, notamment la régulation du cycle cellulaire et

I’induction de I’apoptose. [12]



3. Alcaloides :

Les alcaloides sont des composés azotés caractérisés par une diversité d’effets
biologiques, notamment sur les systemes nerveux, cardiovasculaire et antimicrobien.
Ils agissent en modulant différentes voies physiologiques, en influengant I’activité
enzymatique et les récepteurs cellulaires. [13] Plusieurs alcaloides d’intérét
thérapeutique, tels que la morphine, la quinine et la galantamine, sont largement

utilisés en médecine. Leur spectre d’action étendu, allant de I’analgésie a la

neuroprotection, leur confére une place essentielle en pharmacologie moderne. [14]

4. Flavonoides:

Les flavonoides sont des composés poly phénoliques reconnus pour leur puissant
pouvoir antioxydant, contribuant a la protection des systemes cardiovasculaire et
hépatique .lls présentent egalement des propriétés antivirales notables. Quant aux

lignanes, ils se distinguent par leurs activités immunosuppressives, antioxydants et

anticancéreuses, ce qui renforce leur intérét thérapeutique. [15]



1.3: Plante étudiée Romarins officinales

Figure 01: Pexels, photo de romarin, consulté le (3 mai 2026)

1.3.1 Historique de Romarins:

L'histoire romaine est riche en traditions et en symboles. Le mot romarin, issu du
latin *ros* (rosée) et *marinus* (marin), signifie « rose de la mer », en référence a son
habitat naturel, la Méditerranée. Il est a l'origine de l'appellation « rose du jour »
(*Rosa Marina*), désignant une plante marine.

Depuis I'Antiquité, le Rosmarinus officinales occupe une place importante dans
différentes civilisations. En Egypte, elle est utilisée pour la conservation de certains
aliments. Les Grecs et les Romains apprécient ses propriétés médicinales, notamment

pour stimuler le systéme nerveux et faciliter la digestion, lors des rituels de

purification. [16].

Au Xlle siécle, les Croisés contribuent a la diffusion du romarin en Europe. En
lien avec la civilisation arabe, les techniques de distillation des plantes aromatiques
sont alors inexistantes. La substance essentielle du romarin, extrait par distillation, est
utilisée pour ses propriétés antiseptiques et anti-infectieuses. En France, on utilise des

branches de romaine pour purifier I'air et limiter la propagation des maladies ; on les

place dans les abris pour éloigner les insectes. [17]



Le Rosmarinus officinales est également employé comme plante médicinale
polyvalente pour traiter les patients souffrant de rhumatismes, de migraines, de
palpitations, ainsi que de certains troubles nerveux. De nombreux principes actifs,
outre le camphre (publié en 1685 par Johann Kunckel), sont a l'origine de ces effets

thérapeutiques.

Pour les amateurs, cette plante aromatique est largement utilisée en parfumerie,

notamment dans I'« Eau de la Reine de Hongrie », un élixir de fraicheur. En cuisine, la

romaine se préte aussi bien a la conservation qu'a la présentation dans les plats. [18]

1.3.2.Description botanique :

Le romarin est un arbuste ligneux, aromatique et vivace appartenant a la famille
des Lamiacées, tout comme la menthe. Il se caractérise par un port dressé et peut

atteindre une hauteur d’environ 2 metres.

Ses feuilles persistantes, €etroites et allongees, mesurent généralement entre 2 et 4
cm de long et 2 a 5 mm de large. Elles présentent une coloration verte sur la face
supérieure, tandis que la face inférieure est blanchatre, recouverte d’un duvet de poils

courts et laineux, ce qui leur conféere un aspect caractéristique.

Le romarin présente une grande diversité variétale, se manifestant par des

différences au niveau de la taille des feuilles, du port de la plante ainsi que de la

couleur des fleurs, qui peuvent étre blanches, roses, violettes ou bleues.[19]

Par ailleurs, cette variabilité botanique influence directement les propriétés

aromatiques de la plante, ainsi que son rendement en huile essentielle et sa

composition chimique. [20]
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1.3.3. Utilisation du romarin :

Le romarin peut étre utilise sous différentes formes, notamment a des fins

thérapeutiques et culinaires.
3.1. Infusion (tisane) :

Les morceaux de romaine peuvent étre utilisés en infusion. Cette tisane

favorise la digestion, réduit la fatigue et procure un effet relaxant.
3.2 . Extraits secondes ou liquides :

Le romarin existe sous forme d'extraits secondes, d'extraits liquides ou de
liquides. Ces preparations permettent de bénéficier de propriétés biologiques et

thérapeutiques plus concentrees.

3.3. Huile essentielle :

L'huile essentielle de romarin s'utilise en massage ou en diffusion
atmosphérique. Elle est réputée pour ses effets stimulants, son action contre le stress et
son efficacité pour améliorer la concentration. Il est recommandé de l'utiliser avec

précaution.

3.4. Inhalation :

L'inhalation des vapeurs, une fois I'odeur du liquide éliminée, peut étre utilisée

pour soulager les sifflements respiratoires et faciliter la respiration.
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Utilisation culinaire :

Le romarin est largement utiliseé en cuisine comme plante aromatique. 1l

comprend différents types de plats tels que des légumes, des pommes de terre, des

sauces et des légumes grillés a I'arome caractéristique. [21]

1.4 Méthodes d’extraction:

L'extraction, dans le domaine pharmaceutique, correspond a un procédé
permettant d'isoler les principes actifs d'origine végétale ou animale en adaptant les
solvants afin de séparer les substances des matieres premiéres ou des aliments
ingérables. Les extraits peuvent étre incorporés dans des préparations liquides, semi-
solides ou en poudre et sont principalement destinés a des applications orales ou

externes.

Certains extraits, tels que les teintures ou les extraits fluides, peuvent étre utilisés
directement dans la formulation de produits thérapeutiques, ce qui nécessite des etapes
supplémentaires de purification ou de traitement. Les techniques d'extraction,
notamment la macération, la percolation et I'extraction par solvant, font généralement
appel a des solvants organiques et requiérent d'importantes quantités de solvants,

proportionnellement & la durée de I'extraction. A l'inverse, des méthodes comme la

décoction et I'hydro distillation utilisent I'eau comme solution d'extraction. [22]

1.4.1 Méthodes d’extractions conventionnelles:
1 .Extraction par macération
1.1 Principe :

La macération est une technique d’extraction solide-liquide reposant sur le

phénomene de diffusion passive des composés bioactifs présents dans une matrice
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Végétale vers un solvant adapté, tel que I’eau ou I’éthanol. Cette méthode est
généralement effectuée a température ambiante ou sous une légére élévation de
température afin de limiter ’altération des composés thermosensibles. L’efficacité de

I’extraction dépend de plusieurs facteurs, notamment la taille des particules de

I’échantillon ainsi que la durée de contact entre le solvant et la matiére végétale. [23]

1.2. Lesavantages :

La macération est une méthode économique et simple a réaliser, n'exigeant
aucun matériel spécialisé, ce qui la rend facilement accessible, particuliérement pour

les recherches préliminaires.

1.3. Les limites :

Parmi ses désavantages se trouvent la durée prolongée necessaire pour obtenir
des rendements importants et son inefficacité a extraire des composes de faible polarité
ou provenant de matrices complexes. L'emploi de grandes quantités de solvants peut

également soulever des questions environnementales et financiéres.
2. Extraction par soxhlet :
2.1. Concept d'extraction Soxhlet :

L'extraction Soxhlet remplace un mécanisme de reflux continu ou un solvant
volatil traversant le contenu solide d'une cartouche de maniere cyclique. Ce procedé
assure une extraction exhaustive des composés pouvant étre extraits de la solution
sélectionnée. Son fonctionnement repose sur I'état du solvant auquel il est exposé : les
composeés discrets s'accumulent dans le siphon jusqu'a leur diversification, permettant
ainsi la reparation du procédé. Cette technique est particulierement utile pour
I'extraction de composés bioactifs a partir de substances non polarisées telles que les
lipides et les terpenes, ce qui augmente la capacité a maintenir une saturation constante

lors de I’extraction. [24]
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2.2. Lesavantages :

La technique Soxhlet est particulierement adaptée grdce a sa capacité a

augmenter la teneur en composés non polaires avec une grande efficacité.

De plus, elle offre un contrdle précis des conditions d'extraction finales. Cette
capacité est privilégiée pour accroitre les quantités extraites de composeés bioactifs par
des techniques traditionnelles de traitement. Par exemple, dans un grain de café riche
en composes non torréfiés, I'extraction ne permet d'obtenir que de faibles quantités de
phénols, de globules et de flavonoides, dont les concentrations sont importantes et qui

contribuent majoritairement a I'action antioxydant .[25]

2.3. Leslimites:

Veuillez noter que la méthode respecte les restrictions et la signalisation en
vigueur. Elle nécessite l'utilisation de grandes quantités de solvants et un processus
d'extraction prolongé, ce qui entraine une forte consommation dénergie. Ces
développements contribuent a garantir la durabilité environnementale et la rentabilité
économique de I'ensemble du secteur. A I'extérieur, une exposition prolongée a la

chaleur peut altérer certains composants sensibles. Cela peut limiter l'utilisation dans

certaines situations. [26]
1.4.2 Méthodes nouvelles:

1. Extraction assistée par ultrasons :

1.1. Principe :

L’extraction assistée par ultrasons (EAU) repose sur la cavitation acoustique, un
son créé par des ultrasons a haute fréquence dans un petit volume de liquide. Ces
ultrasons contiennent des microbilles qui implosent avec force, générant des
températures et des pressions locales qui élévent les niveaux d’humidité des
membranes cellulaires végétales. Cette méthode favorise la libération de composés
bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides et les caroténoides, et se révéle plus

efficace que les techniques d’extraction classiques. De ce fait, ces durées de traitement
14



permettent de garantir une qualité supérieure du produit extrait. [27]

1.2. Les avantages :

Les taux d'extraction maximaux assistés par ultrasons (EAU) sont rapides et
efficaces, permettant ainsi d'ajuster les températures d'extraction avec les techniques
conventionnelles. Cette méthode, qui nécessite l'utilisation de solvants, est donc plus
respectueuse de l'environnement. L'EAU s'adapte a une plus grande diversité de
composés bioactifs et de substrats, car sa capacité fonctionnelle a haute température
limite la quantité de composés thermosensibles. Par ailleurs, cette technique
« Verticale » est particulierement adaptée de par son faible impact environnemental et

sa conformité aux normes de développement des secteurs agricole et pharmaceutique.
[28]

1.3. Les limites:

Malgré ses avantages, I'extraction par ultrasons présente certaines limites, telles
que la possible dégradation des composés bioactifs sensibles aux ultrasons ou a la
chaleur générée pendant le procédé. De plus, sa mise en ceuvre a grande échelle peut

s'avérer codteuse en raison du matériel spécialisé requis.

1.4. Application :

La technique d’extraction par ultrasons permet d’améliorer la teneur en
polyphénols des fruits, ainsi que la teneur en caroténoides des légumineuses. Les
flavonoides proviennent de différentes plantes et sont extraits par divers traitements.
Cette méthode est également recommandée pour I’extraction d’huiles essentielles et

d’antioxydants destinés aux secteurs agricole, cosmétique et pharmaceutique.
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2. Extraction assistée par Micro-Ondes :
2.1. Principe :

Extraction assistée par micro-ondes (EAM) repose sur le principe suivant :
I'EAM utilise des ondes électromagnétiques a haute fréquence qui interagissent avec
les molécules polaires présentes dans le solvant et induisent un choc électrique rapide.
Ce choc augmente la pression intracellulaire, empéchant ainsi la rupture des
membranes et la libération des composés bioactifs dans le solvant. L'efficacité de cette
technique est due a la capacité des microcircuits dans le diffuseur de chaleur uniforme,
ce qui facilite I'extraction des substances actives telles que les polyphénols, les

flavonoides et les caroténoides.
2.2. Les avantages :

L'MAE se caractérise par sa rapidité et son faible recours aux solvants, en
comparaison avec les méthodes conventionnelles. Cela diminue le temps de traitement
tout en favorisant la durabilité environnementale. Le chauffage direct par micro-ondes
réduit la perte de composés bioactifs sensibles aux traitements thermiques prolongés,
préservant ainsi leur intégrité chimique. Elle offre la possibilité d'obtenir des extraits

concentrés en antioxydants, qui sont trés prisés pour les utilisations dans le domaine

alimentaire et pharmaceutique. [29]

2.3. Les limites :

Au cceur des exploitations, l'extraction par micro-ondes assistée (MAE)
présente certaines limitations. Les principaux problémes résident dans
I'investissement initial nécessaire pour un matériau spécifique, disponible pour
certaines installations. En extérieur, cette technique pose des problémes avec les
composants non pollinisés, car la voiture interagit avec des micro-ondes dont la
qualité varie .1l existe également un risque de décomposition des composants

sensibles a la chaleur si les facteurs d'extraction, tels que la température et la durée

d'exposition, ne peuvent étre corrigés. [30]
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Partie
experimental
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l. Matériels et méthodes:
Matériel utilisés : voir I’annexe

|.1. Matériel végétal

La plante utilisée dans cette étude est le romarin, la plante a été récoltée en mars
2026 dans la région d’Ouled Aissa (Rabta), wilaya de Bordj Bou Arrerid,.

Présentation de la zone de récolte

a. Position géographique de la wilaya de Bordj Bou Arreridj

La wilaya de Bordj Bou Arreridj se trouve dans les hauts plateaux de 1’Est

Algérien (Figure), elle s’étend sur une superficie de 3 920,42 Km?, limitée :
e Au Nord par-la de Wilaya Bejaia ;

e A 1°‘Ouest par la Wilaya de Bouira ;

e Au Sud par la Wilaya de M’sila ;

e Et a I’Est par la Wilaya de Sétif.

s

Figure 02 : Localisation de la Wilaya de Bordj Bou Arreridj
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b. Climat de la wilaya de Bordj Bou Arreridj
De type continental, le climat de la wilaya de Bordj Bou Arreridj est semi-
aride, aux hivers froids et aux étés secs et chauds. Cependant, il existe des
contrastes pluviométriques liés a I’altitude entre les différentes régions de la
wilaya. C’est au niveau des zones montagneuses que sont enregistrées les plus
importantes précipitations (700 & 1 000 mm). Par ailleurs, la pluviométrie est
Comprise entre 300 et 600 mm.

1.1.2. Séchage de la matiére végétale

Les feuilles de romarin ont été les séchées (Figure02) dans des conditions
par deux méthodes ; ou il n’y a pas de courant d’air et a I’ombre pendant 7jours.
Ou par étuvage pour préserver les antioxydants thermolabiles a température
(40_45 C°) pendant 24 -48 heures.

Figure 03: sechage de romarin

1.1.3. Broyage

Les feuilles de la plante ont été broyées manuellement a I’aide d’un broyeur
¢lectrique jusqu’a I’obtention d’une poudre granulométric (0.5 -1mm), cette
derniére a été conservée dans un sac en papier propre, ferme et stockés jusqu'a son

utilisation.




Figure 04: broyage de romarin
I1. Méthodes d’extraction

I1.1. Macération
Une quantité de 10 g de poudre végétale (Rosmarinus officinales) a été

introduite dans un erlenmeyer contenant 100 ml de solvant (éthanol 70% et eau
froide 30%). L’ensemble a été macérer pendant 24 heures. L’extrait récupéré par

filtration est soumis a une évaporation a 40°C. Cette opération a été répétée deux

fois.

Figure 05 : macération

I1.2. Extraction par Ultra son

a) b) c} d)

Figure 06 : les étapes de I’extraction par ultra son
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11.2.1. Procédure d’extraction assistée par ultrasons

Une masse de 10 g de poudre de romarin a été introduite dans un bécher, puis
100 ml du mélange hydro-alcoolique (70:30, v/v) ont été ajoutés (rapport
solide/liquide = 1:10, m/v).

Le mélange a été soumis & une extraction assistée par ultrasons a ’aide d’un

bain & ultrasons fonctionnant a une fréquence de 20-40 kHz pendant 30 minutes.

La température a été maintenue en dessous de 50 °C afin d’éviter toute

dégradation thermique des composés bioactifs.

Le phénomene de cavitation généré par les ultrasons provoque la formation
et I’implosion de microbulles, entrainant la rupture des parois cellulaires et

facilitant la libération des métabolites secondaires.

11.2.2. Filtration et récupération

A la fin du traitement ultrasonique, le mélange a été filtré & I’aide d’un papier

filtre afin de séparer I’extrait liquide du résidu solide.

Figure07: Filtration d’extrait
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11.2.3. Concentration et conservation

Le solvant a été éliminé a I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression

réduite a une température inférieure a 45 °C.

L’extrait sec obtenu a été pesé puis conservé dans un flacon ambré a 4

°C jusqu’aux analyses.
11.2.4. Calcul du rendement
Le rendement d’extraction a été déterminé selon la formule suivante :

Rend €(%) Masse de l'extrait sec % 100
endemen =
° Masse initiale de plante seche
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I1.3 Extraction par micro-ondes

11.3.1. Procédure d’extraction assistée par micro-ondes

Une masse de 10 g de poudre de romarin a été introduite dans un erlenmeyer en
verre résistant a la chaleur, puis 100 ml du mélange hydro-alcoolique (70:30, v/v) ont

été ajoutés (rapport solide/liquide = 1:10, m/v).

L’extraction a été réalisée a I’aide d’un four a micro-ondes réglé a une puissance
de 400 W pendant 3 minutes, en cycles fractionnés (3 x 1 minute) afin d’éviter une

surchauffe et une dégradation des composes bioactifs.

Apres irradiation, le mélange a été laissé a refroidir a température ambiante

pendant 5 minutes.
11.3.2. Filtration et récupération de I’extrait

Le melange a été filtré a I’aide d’un papier filtre afin de séparer la phase liquide

du résidu solide (marc).

Une extraction successive du marc peut étre réalisée dans les mémes conditions afin

d’optimiser le rendement. Les filtrats obtenus sont ensuite combinés.

11.3.3. Concentration de P’extrait

Le solvant a éte éliminé sous pression réduite a ’aide d’un évaporateur rotatif a une

température inférieure a 45 °C jusqu’a obtention d’un extrait sec.

L’extrait obtenu a été pesé puis conserve dans un flacon ambré a 4 °C

jusqu’aux analyses ultérieures.
11.3.4. Calcul du rendement d’extraction :
Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

Rendement(%)= Masse de l'extrait sec % 100

Masse de la plante séche initiale
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11.4. Dosage des composes phénoliques :

Dans cette partie, différents dosages ont été réalisés afin d’évaluer la richesse des
extraits en composés bioactifs ainsi que leur activité antioxydant. Le dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides totaux a été effectué par des méthodes
spectrophotométries. L’activité antioxydant des extraits a également été évaluée par le

test du radical DPPH.

11.4.1. Dosage des polyphénols totaux :

1. Protocole expérimental :

Pour déterminer la teneur en polyphénols totaux, 200puL de chaque extrait
convenablement dilué ont été melangés avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu

préalablement dilué dix fois avec de I’eau distillée.

Apres une incubation de 4 minutes, 800 pL d’une solution de carbonate de

sodium a 7,5 % (m/v) ont été ajoutes au melange réactionnel.

Le mélange a ensuite été incubé pendant 2 heures a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. L’absorbance a ¢été mesurée a 765 nm a l'aide d’un

spectrophotometre UV-visible.

Une courbe d’étalonnage a ¢été réalisée dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant différentes concentrations d’acide gallique comme

standard.

Les résultats ont été exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique

par milligramme d’extrait (Mg EAG/mg d’extrait
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11.4.2. Dosage des flavonoides totaux :

Dosage des flavonoides totaux par la méthode au chlorure d’aluminium :
1. Préparation des solutions :

Une solution de chlorure d’aluminium a 2 % a été préparée en dissolvant 2 g
d’AlCL; dans 100 ml de méthanol. La solution d’extrait a ¢été préparée a une

concentration de 1 mg/ml en dissolvant 10 mg d’extrait dans 10 ml de méthanol.
2. Protocole expérimental :

Le dosage des flavonoides totaux a ete réalisé en mélangeant 1 ml de chaque

extrait avec 1 ml de solution de chlorure d’aluminium a 2 %.

Apres une incubation de 15 minutes a température ambiante, I’absorbance a été

mesurée a 430 nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-visible.

Le blanc a ¢été préparé en remplacant la solution de chlorure d’aluminium par 1

ml de méthanol. Toutes les analyses ont éte reéalisées en triplicata.

Une courbe d’étalonnage a été établie a I’aide de différentes concentrations de
quercétine comme standard. Les résultats ont été exprimés en milligrammes

d’équivalent de quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).
I11.1. Evaluation de Pactivité antioxydant par le test DPPH

L’activité antioxydant des extraits a ¢été¢ évaluée par le test du radical libre
DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyle). Cette méthode est basée sur la capacité des
composés antioxydants a réduire le radical DPPH de couleur violette en une forme

réduite de couleur jaune.

La diminution de I’intensité de la coloration est proportionnelle a la capacité
antioxydant de I’extrait étudié. L’absorbance est mesurée a 517 nm a I’aide d’un

spectrophotometre UV-visible.
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I11.1.1. Préparation des solutions :
Une solution de DPPH a 0,1 mM a été préparée dans le méthanol.

Les solutions d’extraits et des standards ont été préparées dans le méthanol a
partir d’une solution mére de concentration 1 mg/ml. Des dilutions successives ont

ensuite été réalisées selon la relation suivante :
CiVi =G V2

Une gamme de six concentrations a été établie apres la réalisation d’un essai

préliminaire a 100 pg/ml.
I11.1.2. Protocole expérimental :

Le spectrophotometre a été préalablement réglé a la longueur d’onde
correspondante.

A Tobscurité, 1,5 ml de solution d’extrait ou de standard ont été mélangés avec
0,5 ml de solution de DPPH. Le meélange a été soigneusement agité puis incubé

pendant 30 minutes a I’abri de la lumiere.

L’absorbance a ensuite ¢té mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre

UV- visible.

Le blanc du test contenait 1,5 ml d’extrait et 0,5 ml de méthanol, tandis que le

contrble contenait 1,5 ml de méthanol et 0,5 ml de solution de DPPH.

Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata.

111.1.3. Expression des résultats :

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH selon la

formule suivante :

% d’inhibition = (Ac — At) / Ac x 100
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ou:

Ac : absorbance du contrble,

At : absorbance du test — absorbance du blanc du test.
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Plan d’expérience :

Afin d’optimiser les conditions de I’extraction assistée par ultrasons, un
plan d’expérience a été réalisé en étudiant I’influence de trois parameétres
principaux sur le rendement d’extraction. Les paramétres étudiés sont le temps
d’extraction, la température et la concentration exprimée par le rapport

masse/volume.

Figure 08 : Les expériences de plan d’expérience

Les expériences ont été réalisées en utilisant trois niveaux pour chaque
facteur. Le temps d’extraction a été varié entre 10, 20 et 30 minutes. La
température a été fixée a 30, 40 et 50 °C. La concentration a été étudiée en
utilisant différentes masses de matiére végétale (1 g, 2 g et 3 g) dans un volume

constant de 20 ml de solvant.

Un total de 15 expériences a été effectué afin d’évaluer I’effet individuel et
combiné des différents paramétres sur le rendement d’extraction. Les essais ont
été organisés en blocs de température afin de faciliter le contrdle du bain a

ultrasons et d’assurer une meilleure stabilité expérimentale.
Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

R=me) x 100
(m_p)
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Avec:

o (m_e): masse de I’extrait obtenu aprés évaporation du solvant

e (m_p) : masse initiale de la poudre végétale utilisée

Les résultats obtenus permettront de déterminer les conditions optimales

d’extraction donnant le meilleur rendement.
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Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction obtenus a partir des différentes méthodes sont
présentés dans le tableau suivant :

Méthode d’extraction Rendement (%)
Macération 12
Ultrasons (UAE) 53

Micro-ondes (MAE) 42

La macération a donné un rendement d’extraction de 12 %, qui représente la
valeur la plus faible parmi les méthodes étudiées. Ce faible rendement peut étre
expliqué par I’absence d’énergie externe capable de favoriser la rupture des parois
cellulaires. L’extraction repose essenticllement sur la diffusion passive des composés
bioactifs vers le solvant, ce qui nécessite un temps d’extraction plus long et limite la
quantité de substances extraites. Malgré sa simplicité, cette méthode reste moins

performante pour la récupération des composés d’intérét.

Par contre 1’extraction assistée par ultrasons a présenté le rendement le plus
élevé avec une valeur de 53 %. Cette amélioration est attribuée au phénomene de
cavitation acoustique généré par les ultrasons. La formation et I’implosion des
microbulles dans le milieu provoguent une désorganisation des tissus végétaux et
facilitent la libération des composés bioactifs vers le solvant. Ces résultats montrent
que les ultrasons constituent une technique efficace pour augmenter la récupération

des substances actives tout en réduisant le temps d’extraction.
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L’extraction assistée par micro-ondes a permis d’obtenir un rendement de 42
%, supérieur a celui de la macération mais inférieur a celui des ultrasons. L’action des
micro-ondes provoque un échauffement rapide de 1’eau contenue dans les cellules
végétales, entrainant une augmentation de la pression interne et une meilleure
perméabilisation des membranes cellulaires. Ce mécanisme favorise le transfert des

composés bioactifs vers le solvant et améliore ainsi I’efficacité de I’extraction.

Comparaison générale :

La comparaison des rendements obtenus montre que les techniques d’extraction
vertes sont nettement plus performantes que la macération conventionnelle. L’ordre
d’efficacite observé est : Ultrasons (53 %) > Micro-ondes (42 %) > Macération (12
%). Ces résultats confirment que [1utilisation d’énergies physiques permet
d’améliorer I’extraction des substances bioactives d’Romarins officinales et souligne
I’intérét des nouvelles approches d’extraction dans la valorisation des plantes

médicinales.

2 .4 .Dgsage de_Polyphénols totaux .
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Figure 09 : Courbe d’étalonnage de polyphénols totale

Equation de courbe :
y=0.0061x-0.040

Apres correction par le blanc :
e 2.493-0.558=1.935
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2.274-0.558=1.716

e 2.339-0.558=1.781
Concentration calculée :

e (C;=323.8ug/ml

e (,=288.0 ug/ml

e (C3=298.7 ug/ml

Moyenne 303.5 = EAG/g

2. Flavonoides totaux
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de flavonoides totale

Equation de courbe :

y=0.0372x-0.0168

Aprés correction par le blanc :

e 0.291-0.065=0.226
e 0.274-0.065=0.209
e 0.258-0.065=0.193

Concentration calculée :

e (C;=6.53 ug/ml
e (C;=6.07 ug/ml
e (C3=5.64 ug/ml

Moyenne 6.08 = EQ/g

33




.Discussion des polyphénols totaux

La teneur élevée en polyphénols totaux obtenue dans I’extrait de Romarins
officinales témoigne de I’efficacité de la méthode d’extraction utilisée. Les composés
phénoliques sont parmi les principaux métabolites secondaires responsables de
nombreuses activités biologiques, notamment I’activité antioxydant. La présence d’une
quantité importante de ces composés indique que la technique employée a permis une
bonne récupération des substances bioactives présentes dans la plante.

.Discussion des flavonoides totaux

Les résultats du dosage des flavonoides montrent également la présence de cette
famille de composés dans I’extrait obtenu. Les flavonoides sont connus pour leurs
propriétés antioxydants et leur contribution aux effets bénefiques des plantes médicinales.
Leur détection confirme que la méthode d’extraction utilisée a permis d’extraire des

molécules d’intérét biologique tout en préservant leurs propriétés.

.Interprétation générale

Les teneurs obtenues en polyphénols et en flavonoides confirment la richesse de
I’extrait en substances bioactives. Ces résultats démontrent que la méthode d’extraction
adoptée est adaptée a la valorisation d’Romarins officinales et permet 1’obtention
d’extraits contenant des composés susceptibles d’étre exploités dans les domaines

pharmaceutique, cosmétigue et alimentaire.

.Présentation des résultats

Les résultats du test DPPH obtenus pour I’extrait de romarin sont présentés dans le tableau

suivant.

Concentration (pg/ml) Inhibition moyenne (%0)

2 25,1
23

4 41,0
31

6 57,0
55
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Concentration (ug/ml) Inhibition moyenne (%)

8 70,380
10 87,774
L’activité antioxydant a été évaluée par la capacité de 1’extrait a piéger le radical libre

DPPH. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés a partir des absorbances

mesurées a différentes concentrations.

7 Description de la courbe

Inhibition moyenne (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Courb 'i
(Extrait de romarin)
/ o= Inhibition moyenne (%)
e
0 2 4 6 8 10 12
Concentration (ug/ml)

Figure 11: Courbe d’inhibition DPPH

La figure représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
montre une augmentation progressive de ’activité antioxydant avec 1’augmentation

de la concentration de ’extrait.

On observe que I’inhibition passe de 15,61 % a la concentration de 1 pg/ml & 87,77 %
a la concentration de 10 pg/ml. Cette évolution traduit une relation dose-effet positive

entre la concentration de I’extrait et sa capacité a neutraliser les radicaux libres.

36



3. Détermination de I’IC50

L’IC50 correspond a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % du radical

DPPH.

A partir de la courbe obtenue et du calcul par interpolation logarithmique, la

valeur de I’IC50 de I’extrait a été déterminée a :

IC50 = 3,743 pg/ml

Cette valeur reflete I’efficacité antioxydant de I’extrait étudié.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait de romarin possede une activité
antioxydant importante. En effet, le pourcentage d’inhibition augmente
progressivement avec la concentration, ce qui indique que les molécules antioxydants
présentes dans ’extrait sont capables de neutraliser efficacement les radicaux libres

du DPPH.

La faible valeur de I’IC50 obtenue (3,743 pg/ml) confirme cette activité
antioxydant ¢élevée. Plus la valeur de I'IC50 est faible, plus I’extrait est considéré
comme efficace, puisqu’une faible quantité suftfit pour réduire 50 % des radicaux

libres présents dans le milieu réactionnel.

Cette activité peut étre attribuée a la présence de composés phénoliques et
flavonoidiques dans I’extrait de romarin. Ces composés sont connus pour leur
capacité a céder un électron ou un atome d’hydrogéne aux radicaux libres,

interrompant ainsi les réactions d’oxydation.

Les résultats obtenus sont en accord avec plusieurs études rapportant que le
romarin constitue une source importante d’antioxydants naturels grace a sa richesse
en polyphénols tels que I’acide rosmarinique, 1’acide caféique et différents

flavonoides.

37



Le test DPPH a permis de mettre en évidence une activité antioxydant
significative de I’extrait de romarin. L’augmentation du pourcentage d’inhibition avec
la concentration ainsi que la faible valeur de I’'IC50 (3,743 ug/ml) indiquent une forte
capacité de l’extrait a neutraliser les radicaux libres. Ces résultats confirment le
potentiel antioxydant du romarin et son intérét comme source naturelle de composés

bioactifs.
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I11.1. Application du plan d’expériences

111.1.1. Choix des facteurs

Notre objectif sert a étudier ’influence de trois parameétres définis dans le tableau I11-1, sur
Pextraction des substances bio actives a partir de la Romarin avec des méthodes
nouvelles. Ces parametres sont : le temps, la masse de la plante et la température. Afin
d’optimiser les parametres de notre étude, nous avons utilisé le modele d’expérience Box —
Behnken a trois facteurs. Les niveaux min (-1) et max (+1), sont notés aussi dans le méme

tableau :

Tableau I11- 1 : Facteurs choisis pour le plan d’expériences

Facteurs Min (-1) Max (+1)
F1 La masse [g] 1 3
k> Le temps [min] 10 30
F3 La température [C°] 30 50

Ces facteurs sont choisis en regardant différents recherches bibliographiques et par des
expériences préliminaires. Tous les autres paramétres sont maintenus constants lors des
expériences.

La réponse choisie dans cette étude est le rendement de I’extraction.

11.1.2. Modélisation :

J’ai choisi le plan d’expériences de Box-Behnken a trois facteurs, ce modele comporte 15
résultats expérimentaux (réponses), obtenus lors de la réalisation des 15 essais. Les niveaux
de facteurs des expériences sont choisis d’une maniére bien déterminée et selon un ordre pris
au début. Le tableau suivant regroupe la variété des facteurs et réponse correspondante pour

chaque expérience.

Tableau I11- 2 : Essais et réponses du plan box-Behnken

EssaiN° | FL(m) | F2(0) | F3 (T) | R%
1 1 1 0 |16.00
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2 1 -1 0 4.00
3 -1 1 0 10.00
4 1 1 0 5.33
5 -1 0 -1 | 12.00
6 1 0 -1 | 3.66
7 -1 0 1 17.00
8 1 0 1 7.33
9 0 -1 -1 | 9.00
10 0 1 -1 |75
11 0 -1 1 8.00
12 0 1 1 7.50
13 0 0 0 9.00
14 0 0 0 9.00
15 0 0 0 9.00

Un modele du deuxieme ordre peut étre génerer par des logiciels de calcul, par exemple
Excel et Minitab. Pour déterminer les coefficients du modeéle ainsi que les autres parametres

statistiques, le systéme des 15 expériences s’écrit sous forme matricielle (I1I-1)

XA=Y | (n-1) |

Ou:
X : représente la matrice d’entrée ou la matrice des facteurs
A : est les vecteurs des coefficients a déterminer

Y : représente la réponse, dans notre cas, c’est le rendement (noté R)

En remplacant les différents coefficients dans I’équation du modele appliqué, nous avons

obtenu I’équation mathématique (III- 2) suivante :

R% =9.000 — 4.335m — 0.834temps + 0.959T + 0.790m*m — 0.958 temps * temps

11-2
+ 0.207T*T + 1.832m*temps — 0.332m*T ( )
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La représentation des coefficients et leurs interactions obtenues, sont rapportées sur

I’Erreur ! Source du renvoi introuvable.

57

t* m* m T* t*t m* T t

B o0 - 18 02 - 07 09 - ;

Figure 111- 1 : Effet des facteurs principaux et leurs interactions

D’apres cette figure, on remarque qu’il y a des facteurs qui influent positivement sur le
rendement et des autres influent négativement. L’interaction masse/temps influent
positivement sur le rendement avec un coefficient de 1.8 suivie par la température et
I’effet quadratique de la masse. Dans le sens contraire, la masse influe négativement sur le
rendement avec un coefficient plus éleve (-4.3), suivie par le temps et sont effet

quadratique.

111.1.3 Evaluation de I’adéquation de la statistique du modéle

Pour faire une comparaison entre le modele généré et les valeurs de I’expérience, nous
avons tracé les résultats obtenus par 1’expérimentation en abscisse et les résultats du
mode¢le sur ’ordonné, le graphique de la Figure III- 2 montre cette dépendance ou on voit
une distribution des points bien allongée sur une droite. Un coefficient de détermination
R%=0.93 explique une trés grande relation linéaire entre les résultats expérimentaux et les
valeurs du modele, cette tendance donne une bonne interprétation pour une justification du
modeéle trouvé malgré la présence de quelques points qui sont faiblement éloignés de la

droite de régression linéaire.
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Figure I11- 1: Dépendance de la réponse prédite en fonction de la réponse réelle
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Figure 111- 2: Diagramme de dispersion des résidus

Aussi, le diagramme de la dispersion des résidus (Figure 111- 2), permet d’évaluer la qualité
du modéle expérimental utilisé pour étudier I’effet des facteurs étudiés, a savoir la masse, la

température et le temps d’extraction.

Les résultats obtenus montrent que la majorité des résidus sont répartis autour de la valeur
zéro, ce qui indique une bonne adéquation du modele avec les résultats expérimentaux. Cette
distribution traduit une faible différence entre les valeurs expérimentales et les valeurs

prédites.
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D’autre part, la dispersion des résidus reste relativement faible, malgré la présence de
quelques valeurs éloignées (expériences 6, 7, 9 et 10), ces erreurs sont dues
généralement a la procédure expérimentale. Les erreurs expérimentales sont un peu

limitées et que le modeéle statistique est acceptable.

11.1.3. Justification du modéle est signification des facteurs

On premiere étape, le modele de régression peut étre justifié par le coefficient de
détermination RZ, si sa valeur est proche de I'unité (1) le modele d’ajustement est
justifié, dans notre cas d’étude R = 0.93, il est vraiment proche de 1, le R%adj = 0.82
il est aussi proche de R2. Cela justifie une validation du modele.

L’autre méthode est 1’utilisation de ’ANOVA, cette derniére se résume dans ce

tahlaan -

%%“ ree sc DDI cM Fo Fe
modele 185,44 9 20,604 8,045 47725
résiduel 12,804 5 2,5608
total 198,24 14

Dans notre étude, on a utilisé un niveau de significationa = 5%. Et commeF, = 8,0459
>

« =4.77, on accepte alors I’hypothése qui signifie qu’il y a une dépendance entre la

variable d’entrée (les facteurs) et la réponse (Re) et par conséquence, le modele est valide.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is R%_1. a = 0.05)

Term 2ET]

A Facrar Hamis
A m
AB ? .lr:mpl
€
B
BB
AA
AL
BC
[« 4
o 1 2 3 4 5 6 7 ]

Standardized Effect
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Figure I11- 3: Diagramme de dispersion des résidus
Tandis que pour la signification des facteurs, on a utilisé le diagramme de Pareto des

effets normalisés. Les termes significatifs sont ceux qui ont une valeur supérieure ou égale
a

2.57 (figure 111-4), on remarque que le facteur le plus significatif est la masse « m » comme
indiquer dans la figure I11-1. Les autres facteurs ont une tres faible signification om pas du
tout, la valeur qui justifie la signification est la p-valeur (tableau I11-4).

Term Coef P-Value
m -4.335 0.001
temps -0.834 0.201
T 0.959 0.151
m*m 0.915 0.322
temps*tem | -1.083 0.250
T 0.082 0.925
m*temps 1.832 0.071
m*T -0.332 0.695
temps*T 0.250 0.767
111.1.4. Diagrammes des effets principaux

Le diagramme des effets principaux nous renseigne sur I’influence simultanée de tous les

facteurs sur ’extraction.

Main Effects Plot for R%_1
Fitted Means

m termps T

Mean of R%_1
=
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Figure I11- 4 : Diagramme des effets principaux pour la quantité du rendement de I’extraction
On assiste ici a trois cas différents :

L’influence de la masse est la plus remarquable, sa variation du niveau -1 (valeur
minimale) au niveau +1 (valeur maximale) conduit a une grande diminution de la matiere
extraite, cette diminution est justifiée par la pente de la courbe, une grande pente signifie une
haute diminution de R% de 14% a 5.5%.

Pour le temps, on voit deux domaines, entre -1 et 0, dans ce domaine, I’augmentation
du temps d’extraction conduit a une faible augmentation du rendement. A partir du niveau 0
le rendement diminue avec I’augmentation du temps pour attendre une valeur d’environ 7%
pour une durée maximale de 30 min.

La température a un effet inverse a celui de la masse sur le rendement, ’augmentation
de T influe positivement le rendement, cette tendance et presque linéaire, I’augmentation de
la température de sa plus petite valeur 30°C a sa valeur maximale 50 °C, conduit a une

augmentation de R jusqu’a 10%.

I1.1.5. Diagrammes des effets d’interactions des facteurs sur I’adsorption

Les diagrammes des interactions (Figure I11- 5) sont généralement utilises pour
visualiser les interactions pendant une opération ANOVA, dans laquelle leffet d'un
facteur dépend du niveau d'un autre facteur.

Remarque Les diagrammes montrent que plus la différence de pente est grande entre
les lignes, plus le degré d'interaction est élevé. Si les courbes sont paralleles indiquent

I'absence d'interactions.

Interaction Plot for R%
Fitted Means

m * temps

15.0
125
10.0

15

50

m*T temps* T T
150

Mean of R%

125
0.0
75

50

-10 -05 0.0 0.5 10 -10 -05 0.0 0.5 10
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Figure I11- 5: Diagramme des effets principaux pour ’adsorption
D’apres cette figure, on constate qu’il n y a aucune interaction entre les deux figures en

bas. L’augmentation du temps n’a pas d’influence significative sur R%, le rendement est
maximale pour une température maximale et vaux environ 10%.

Pour les courbes m/T. le rendement maximale est 16 %, cela pour m (-1) et T (+1),
I’augmentation de m conduit a une diminution significative de R% pour toute la plage de
températures.

Dans le dernier graphique, on assiste a une interaction remarquable entre la masse et le
temps. Au premier lieu, R% est maximale pour le point (m, t) = (-1,-1-), c¢’est-a-dire des
valeurs minimales en temps et en masse, cela reste valable jusqu’a une voleur moyenne de la
masse (indice 0) . L’augmentation de m de sa valeur moyenne a la valeur maximale donne
un rendement max pour une durée de temps moyenne (changement de la courbe bleue a la

courbe de couleur rouge).

11.1.6. Graphiques de surfaces et des contours

A partir du modele mathématique validé et a I’aide du logiciel, on réalise les
diagrammes de surfaces en 3D et les graphiques des contours 2D. Ces graphiques permettent
de rechercher des solutions optimales plus désirables avec une meilleure précision possible.
Cela nous permet d’examiner les résultats plus nettement. Les courbes de contour sont
générées a l’aide du logiciel MINITAB 19 par la combinaison des trois facteurs induits.
Nous avons choisi a chaque fois deux facteurs représentés sur les axes X et Y. La valeur de

la réponse est représentée par une région ombragée dans la courbe de contour 2D.

Ces graphiques sont rassemblés dans la figure 111-7 ci-dessus. Les graphiques a
gauche, représentent les diagrammes de surfaces en trois dimensions pour chaque couple de
facteur et les figures a droite sont les diagrammes de contours ; ils présentent la projection
des graphiques de surfaces sur le plan réalisé par les facteurs. A titre d’exemple, La figure (a-
1) montre la variation de la quantité de matiére extraite en fonction des facteurs t et m, on
peut avoir une idée globale sur I’évolution de la réponse R% avec la variation des deux
facteurs. Le rendement est minimale pour une valeur maximale de m et une valeur minimale
de t, si on maintien t dans sa valeur min (indice -1) et on diminue la masse, Une évolution
remarquable de R% est notée, cela est représenté par une variation des zones et de couleurs,
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De la couleur verte claire au vert tres sombre, schématisé sur la figure (a-2). La valeur

maximale du rendement est supérieur a15%.

Contour Plot of R% vs temps, m

temps

@2  °

m

Contour Plot of R% v T, m

1T
2EEE

I
Cl; :

Contour Plot of R% vs T, temps

R%

- 10
=10

105

Hold Values
m 0

9.0

75

6.0

10
- -05 0.0 10

(C_2) temps
Figure I11- 7: Diagrammes de surfaces pour le rendement

Par analyse des autres figures, on peut noter les remarques suivantes :

e |lyaune variation presque linéaire de R% en fonction de met T, cela est marqué
par les zones presque paralléles (b-2).

m est maximale et toute la plage de température, cela donne un faible rendement

m est minimale et pour toute la plage de température, cela donne un grand rendement
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e Pour laderniere figure (c-1 et 2), la valeur maximale de R est marquée pur de faibles
durée entre (-1 et 0), et de hautes températures au voisinage de 50°C.

11.1.7. Optimisation des parameétres qui maximise la réponse

Pour avoir les valeurs des trois facteurs utilisés dans le plan d’expérience qui
maximisent la réponse, nous avons utilisé le Minitab qui nous a donné le résultat suivant, ces

données sont regroupées par la suite dans le Tableau 111-5

m tEmps T
High 10 10 12
Cur [-1.0] [-1.0] o
Low -10 -10 -1.0

Rss
Mandrmurm
y = 173325

Figure I11- 6: Optimisation de R%

Tableau I11- 5 : paramétre d’optimisation

F1(m)| F2(t)| F3(T)
Indice -1 -1 1
Valeur réelle 1 10 50

Afin de valider ces résultats par I’expérience, nous attendons une valeur du rendement

17%. Cette valeur reste a vérifier par I’expérience.
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Conclusion générale

Cette étude a permis de comparer différentes méthodes d’extraction des composés bioactifs du
Romarin (Rosmarinus officinalis), en mettant 1’accent sur les techniques vertes d’extraction. Les
résultats obtenus ont montré que les méthodes assistées par ultrasons et par micro-ondes offrent des
rendements d’extraction supérieurs a ceux de la macération conventionnelle. L’ extraction assistée par
ultrasons a présenté le meilleur rendement (53 %), suivie de ’extraction assistée par micro-ondes (42

%), alors que la macération n’a donné qu’un rendement de 12 %.

Les dosages des composés phénoliques ont révélé une teneur moyenne en polyphénols totaux de
303,5 mg EAG/g d’extrait et une teneur moyenne en flavonoides totaux de 6,08 mg EQ/g d’extrait,

confirmant la richesse de I’extrait de romarin en composés bioactifs.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH a mis en évidence une forte capacité¢ de
piégeage des radicaux libres, avec une valeur d’ICso de 3,743 pg/ml, traduisant un pouvoir

antioxydant élevé.

L’¢tude du plan d’expériences a également montré que la masse de matiére végétale constitue le
facteur le plus influent sur le rendement d’extraction. Les résultats obtenus confirment I’intérét des
technologies vertes pour la valorisation des plantes médicinales, grace a leur efficacité, leur rapidité

et leur faible impact environnemental.
En perspective, des études complémentaires pourraient étre menées afin d’optimiser davantage les

conditions opératoires et d’identifier précisément les composés bioactifs responsables des activités

biologiques observées.
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1 Annex

Matériel utilisé
Matériel / Appareil

Balance analytique
Broyeur électrique
Etuve
Bain a ultrasons
Four & micro-ondes
Evaporateur rotatif
Spectrophotométre UV-Visible
Erlenmeyers (250 mL)
Béchers (100 mL et 250 mL)
Fioles jaugées
Eprouvettes graduées
Micropipettes automatiques
Pointes de micropipettes
Tubes a essali
Papier filtre
Entonnoirs
Flacons ambrés
Agitateur en verre
Thermométre
Réfrigérateur (4 °C)
Bain-marie (si utilisé)

Utilisation
Pesée de la matiére végétale et des extraits
Broyage des feuilles de romarin
Séchage de la matiére végétale
Extraction assistée par ultrasons (UAE)
Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Elimination du solvant et concentration des extraits
Mesure des absorbances pour les dosages et le test DPPH

Préparation des mélanges d’extraction
Préparation des solutions
Préparation des solutions étalons
Mesure des volumes
Distribution précise des réactifs
Utilisation avec les micropipettes
Réalisation des dosages
Filtration des extraits

Filtration

Conservation des extraits
Homogénéisation des solutions
Contr6le de la température
Conservation des extraits
Chauffage modéré des solutions

Ordinateur équipé d’Excel et Minitab 19 Traitement statistique et plan d’expériences
Appareil photo numérique / Smartphone Prise des photographies expérimentales

Réactifs utilisés

Ethanol 70 %
Eau distillée

Reéactif de Folin-Ciocalteu

Carbonate de sodium (Na2COs)

Acide gallique

Chlorure d’aluminium (AICls)
Quercétine

Méthanol

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
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