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Résumé 

Rheum ribes L. (la rhubarbe) est l'une des plantes médicinales méditerranéennes les plus 

importantes. La préparation des décoctions aqueuses des rhizomes de cette plante est 

devenue une pratique courante chez les patients souffrant de diverses maladies. La 

Détente Instantanée Contrôlée (DIC) est un traitement à haute température et à courte 

durée (HTST high-temperature/short-time) suivi d'une chute brutale de pression vers le 

vide (Pression absolue de 5 kPa environ). Le traitement par DIC induit l’expansion et 

réduit la tortuosité de la matrice traitée, et assure ainsi une meilleure diffusivité des 

solvants d’extraction et par la suite une plus grande disponibilité des molécules actives.  

D’une part, nos travaux de recherche ont visé l’identification de l’impact du traitement par 

DIC des rhizomes d’une espèce libanaise de R. ribes L. Les évaluations ont été basées sur 

les teneurs en polyphénols totaux (TPC) et en flavonoïdes (TFC) ainsi que sur les pouvoirs 

antioxydants des extraits aqueux de rhizomes traités. Les résultats ont montré qu’une 

corrélation négative existe entre la pression de vapeur saturée appliquée et les valeurs de 

TPC, TFC et les activités antioxydantes des échantillons traités. Cependant, il n'y avait pas 

d'influence significative du temps de traitement par DIC sur les variables réponses. A ces 

deux facteurs opératoires de la DIC, pression et temps de traitement, s’ajoute la teneur en 

eau (W) des rhizomes. Les résultats ont montré qu’une augmentation ne provoque pas 

des meilleurs rendements en composés phénoliques. 

D’autre part, ce travail inclut également l’étude de l’impact du traitement par DIC sur les 

activités biologiques (effets antibactériens et antiprolifératifs) des extraits de rhizomes. 

Les résultats ont mis en évidence que les extraits aqueux de rhizomes traités par DIC 

présentent, aux concentrations testées, de très faibles pouvoirs antibactériens sur E. coli 

et S. aureus, avec des résultats légèrement supérieurs au niveau de l’inhibition de la 

croissance de S. aureus. En ce qui concerne le test de viabilité des cellules cancéreuses du 

mélanome, les résultats ont montré que le traitement par DIC a un impact positif sur le 

pouvoir antiprolifératif des échantillons traités en comparaison avec une matrice non-

traitée par DIC et extraite par voie aqueuse. En particulier, deux échantillons parmi ceux 

testés, ont enregistré un pouvoir antiprolifératif de 60%.  

Les dosages par HPLC et UHPLC ont révélé la présence de trois anthraquinones 

(l’émodine, le chrysophanol et le physcion) dans les extraits de rhizomes ainsi qu’une 

vingtaine de composés de la famille des flavonoïdes. Cependant, les quantités 

d’anthraquinones détectés ne sont pas significativement plus élevées dans les extraits 

traités par DIC que dans ceux non-traités.  

Finalement, il a été constaté que la teneur phénolique totale d'un échantillon aqueux traité 

avec les paramètres optimaux de la DIC est égale à celle d'un point hydroalcoolique non 

traité. Des expérimentations supplémentaires seront nécessaires pour la validation de ce 

résultat. 

Mots-clés : Rheum ribes L., Détente Instantanée Contrôlée, polyphénols, flavonoïdes, 

activités antioxydante, température de transition vitreuse, activités antibactériennes, 

activités antiprolifératives, Dosages chromatographiques.
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Abstract 

Rheum ribes L. (rhubarb) is one of the most essential Mediterranean medicinal plants. 

Preparing its rhizomes’ aqueous decoctions has become common among patients 

suffering from various diseases. Instant Controlled Pressure Drop (DIC) is a High-

Temperature Short-Time treatment (HTST) followed by an abrupt pressure drop towards 

the vacuum (approximately 5 kPa). This technology increases the expansion and reduces 

the tortuosity of the treated matrix to ensure better diffusivity of the extraction solvents 

and greater availability of the active molecules. 

On the one hand, our research aimed at the impact of DIC treatment on the rhizomes of a 

Lebanese species of R. ribes L. The evaluations were based on the contents of total 

phenolics (TPC) and flavonoids (TFC) as well as the antioxidant capacities of aqueous 

extracts of the treated rhizomes. The results showed a negative correlation between the 

saturated steam pressure applied and the values of TPC, TFC, and the antioxidant 

activities of the samples. However, DIC treatment time had no significant influence on the 

response variables. In addition to these two DIC operating factors (pressure and 

treatment time), the effect of the rhizomes water content (W) was also studied. The 

results showed that the increase of “W” does not lead to better yields of phenolic 

compounds. 

On the other hand, this study presents the impact of DIC treatment on the biological 

activities (antibacterial and antiproliferative effects) of rhizome extracts. The results 

revealed that the aqueous extracts of DIC-treated rhizomes show weak antibacterial 

powers on E. coli and S. aureus, with slightly superior results in inhibiting the growth of S. 

aureus. Regarding the viability test of melanoma cancer cells, the results showed that the 

DIC treatment positively impacts the antiproliferative power of the treated samples 

compared with the untreated point (aqueous MP). In particular, two samples among those 

tested recorded an antiproliferative power of 60%. 

The HPLC and UHPLC assays revealed the presence of three anthraquinones (emodin, 

chrysophanol, and physcion) in the rhizome extracts and about twenty compounds from 

the flavonoid family. However, the amounts of anthraquinones detected are not 

significantly higher in the extracts treated with DIC than in the untreated ones. 

Finally, it was found that the total phenolic content of an aqueous sample treated with the 

optimal DIC parameters is equal to that of an untreated hydroalcoholic sample. Further 

experiments will be necessary to validate this result. 

 

 

 

Keywords: Rheum ribes L., Instant Controlled Pressure Drop (DIC), polyphenols, 

flavonoids, antioxidant activities, glass transition temperature, antibacterial activities, 

antiproliferative activities, chromatographic assays.
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 Introduction générale  

À travers les âges, l'homme s'est appuyé sur la nature pour satisfaire ses besoins 

fondamentaux en matière de production de denrées alimentaires, d'abris, de vêtements, 

et, surtout, de médicaments. Les plantes sont à la base des systèmes sophistiqués de la 

médecine traditionnelle qui existent depuis des milliers d'années et qui continuent à 

fournir à l'humanité de nouveaux remèdes. En effet, la thérapie par les plantes 

médicinales repose sur les découvertes empiriques de centaines et de milliers d'années 

(Gurib-Fakim, 2006). 

De nos jours, la grande majorité des habitants de la planète se base encore sur la médecine 

traditionnelle pour leurs besoins quotidiens en matière de santé. Il est également avéré 

qu'un quart de toutes les prescriptions médicales sont des formulations incluant des 

substances à base de plantes ou d'analogues synthétiques dérivés de plantes (Salmerón-

Manzano et al., 2020). Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la 

population mondiale, principalement celle des pays en développement, dépendent de 

médicaments dérivés de plantes pour leurs soins de santé (Hishe et al., 2016).  

Les populations qui utilisent des remèdes traditionnels ne comprennent peut-être pas le 

raisonnement scientifique qui sous-tend leurs médicaments, mais elles savent par 

expérience personnelle que certaines plantes médicinales peuvent être très efficaces si 

elles sont utilisées à des doses thérapeutiques (Gurib-Fakim, 2006). Comme nous 

comprenons mieux aujourd'hui le fonctionnement de l'organisme, nous sommes donc 

mieux à même de comprendre les pouvoirs de guérison des plantes et leur potentiel en 

tant qu'entités chimiques multifonctionnelles pour le traitement de problèmes de santé 

complexes.  

Les plantes médicinales contiennent généralement des mélanges de différents composés 

chimiques qui peuvent agir individuellement, de manière additive ou en synergie, pour 

améliorer la santé (Vaou et al., 2022). Par exemple, les polyphénols naturels, connus aussi 

comme métabolites secondaires, font partie des composés chimiques ayant un potentiel 

thérapeutique. 

Depuis quelques décennies, les études portant sur les composés phénoliques provenant 

d'espèces végétales médicinales ont considérablement augmenté. Ce constat s’explique 

par les nombreux avantages de ces composés pour la santé humaine, mais aussi en raison 
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de leurs efficacités en tant qu'agents antioxydants, anticancéreux, antibactériens, anti-

inflammatoires, etc. (Tungmunnithum et al., 2018).  

Rheum ribes L. est une plante sauvage de la famille des Polygonacées qui pousse dans les 

sous-régions d’Asie (Iran, Turquie et Liban), entre 1000 et 4000 mètres d’altitude sur des 

roches de dunite et entre les pierres (Demiray et al., 2022; Öztürk et al., 2007). La 

médecine traditionnelle accorde un grand intérêt à la plante de Rheum ribes L., en 

particulier à sa partie souterraine, en raison de son potentiel thérapeutique dans le 

traitement du diabète (Adham and Naqishbandi, 2015; Meydan et al., 2022; Ozbek et al., 

2004; Raafat et al., 2014), de l'hypertension, des hémorroïdes, de l'obésité, de la diarrhée, 

des ulcères gastriques, de la toux et du psoriasis (Babak et al., 2012). Par ailleurs, diverses 

études ont reporté la détection de molécules phénoliques telles que les anthraquinones 

(Abdulla et al., 2014; Çınar Ayan et al., 2021; Raafat et al., 2014; Tosun and Kizilay, 2003), 

les tannins (Abdulla et al., 2014) et les flavonoïdes (Abdulla et al., 2014; Çınar Ayan et al., 

2021; Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019; Raafat et al., 2014; Tosun and Kizilay, 

2003) dans les extraits des différentes parties de R. ribes L.. En effet, ces molécules sont 

les contributeurs aux pouvoirs antioxydants, antibactériens et antiprolifératifs 

caractéristiques de cette plante.  

Au niveau national, les libanais ont adopté la consommation de décoctions aqueuses de 

rhizomes de R. ribes, puisqu’ils considèrent, depuis des décennies, que cette préparation 

possède des effets bénéfiques pour la santé, et qu’elle présente un pouvoir 

hypoglycémiant. Cette dernière propriété a été véritablement démontrée par les 

recherches scientifiques, en addition aux effets thérapeutiques déjà reportés, d’où 

l’importance de favoriser l’étude de l'extraction des molécules bioactives des rhizomes de 

R. ribes L. tout en respectant, autant que possible, la méthode traditionnelle locale. Or les 

rhizomes, comme la majorité des matrices végétales, présentent naturellement des 

structures rigides et compactes. Cette compacité est, par conséquent, le facteur limitant 

la diffusion des solvants vers l’intérieur du matériel végétal lors de l'extraction (Ranjbar 

et al., 2016) et du mélange solvant-molécules depuis le cœur de la matrice vers l’extérieur. 

En réponse à cette problématique, des modifications de la structure cellulaire rigide 

semblent alors nécessaires. 

La Détente Instantanée Contrôlée (DIC) est un traitement haute température de courte 

durée (High-Temperature/Short-Time), suivi d'une chute de pression brutale 
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(∆P/∆t>500 kPa.s-1) vers un vide (environ 5 kPa). Des études antérieures ont montré que 

la technologie DIC est capable d'intensifier le processus d'extraction en raison de 

l’expansion des tissus végétaux générée, qui réduit ainsi la résistance au transfert de 

masse (Allaf et al., 2014). Lorsqu'il est appliqué aux plantes, le traitement par DIC accroît 

le potentiel antioxydant en augmentant la disponibilité des composés phénoliques. Ce 

comportement a été constaté dans le cas des fraises (Alonzo-Macías et al., 2013), des 

pelures de grenade (Ranjbar et al., 2016) et de nombreuses autres matrices végétales. 

Dans le cadre de notre étude, les rhizomes d’une espèce libanaise de R. ribes L. ont été 

traitées par la technologie DIC, selon la méthodologie des plans d’expériences et en 

réponse aux objectifs suivants : 

• Étudier l’effet du traitement par DIC sur les teneurs en polyphénols totaux, en 

flavonoïdes et sur les activités antioxydantes des extraits aqueux de rhizomes suivi 

par le choix des échantillons les plus prometteurs pour l'étude des activités 

biologiques. 

• Évaluer l'effet du traitement par DIC sur le pouvoir antibactérien des extraits de 

rhizomes sur E. coli et S. aureus. 

• Étudier l’effet du traitement par DIC sur le pouvoir antiprolifératif des extraits de 

rhizomes sur les cellules cancéreuses du mélanome. 

• Comparer la teneur de quelques échantillons de rhizomes traités et non-traités par 

DIC en sept polyphénols, suivant un dosage chromatographique par HPLC. 

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés aux seins du Laboratoire des 

Sciences de l’Ingénieur pour l’Environnement (LaSIE, France) et de la Plateforme de 

Recherches et d’Analyses en Sciences de l’Environnement (PRASE, Liban). Ils ont été co-

financés dans le cadre de deux demi-bourses complémentaires, l’une accordée par 

l’Ambassade de France au Liban (programme SAFAR, Campus France) et l’autre par 

l’Université Libanaise.  

Le document est composé de 5 chapitres. 

Le premier chapitre introduit les éléments bibliographiques indispensables à la 

compréhension du document. Un état de l’art sur la plante de Rheum ribes L., en particulier 

sa classification botanique, sa composition non-phénolique et phénolique, et ses diverses 
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activités thérapeutiques, ont été détaillées. Ce chapitre présente également la capacité de 

la technologie de DIC, en tant qu’un process innovant de texturation, dans divers 

domaines d’activités. 

Le deuxième chapitre décrit les dispositifs et les méthodes expérimentaux de l’étude, 

comprenant les étapes de préparation des divers extraits de rhizomes, le traitement par 

la technologie DIC, les méthodes du criblage photochimique des extraits, l’appareillage de 

détection et de quantification (HPLC-UV et UHPLC-MS) des molécules d’intérêt, ainsi que 

les protocoles expérimentaux adoptés pour l’évaluation des activités biologiques des 

extraits de rhizomes de R. ribes L. En outre, ce chapitre présente une explication détaillée 

des plans d’expériences et des méthodes statistiques utilisées pour le traitement des 

résultats. 

Dans le troisième chapitre, nous présentons les résultats (TPC, TFC et activité 

antioxydantes) des deux premiers plans d’expériences effectués dans notre étude. A la 

lumière des résultats du premier plan d’expériences (DoE1), l’état de la matière traitée et 

les paramètres expérimentaux du traitement DIC ont été optimisés dans le deuxième plan 

d’expériences (DoE2). Ainsi, nous avons décidé de broyer les rhizomes et d’appliquer des 

pressions de vapeur saturée moins élevées que celle adoptées dans le premier plan 

d’expériences. Enfin, un suivi de la teneur en matières solubles (exprimée en °Brix) des 

solutions d’extraction des échantillons traités et non-traités par DIC a été présenté.  

Dans le quatrième chapitre, à l’aide d’un troisième plan d’expériences (DoE3), nous 

avons étudié l’impact de la variation de la teneur en eau (« W ») des rhizomes, en 

complément des deux paramètres expérimentaux de la DIC (« P » et « t »). Dans ce 

chapitre, nous avons déterminé les activités antibactériennes (contre la croissance de S. 

aureus et E. coli) et antiprolifératives (test de viabilité des cellules cancéreuses du 

mélanome humain) de certains échantillons (DIC6, DIC 15, DIC20, DIC22, matière 

première extraite par voie aqueuse (MP aqueuse) et matière première extraite par voie 

alcoolique (MP alcoolique). Sept molécules appartenant à la famille des polyphénols ont 

été également recherchées dans ces échantillons par chromatographie en phase liquide à 

haute performance (HPLC). Enfin, un « screening » de l’extrait MP aqueux par UHPLC-MS 

a été réalisé.  

Le cinquième chapitre présente les résultats du quatrième plan d’expériences adopté 

(DoE4). Là, avec une constante de teneur en eau (0,45 gH2O/g MS), les paramètres 
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expérimentaux optimaux de la DIC issus des précédents plans d’expériences ont été 

adoptés. Par la suite, le dosage des polyphénols totaux des échantillons du DoE4, a conduit 

au meilleur point des extractions alcooliques et hydroalcooliques. Finalement, une 

comparaison des teneurs phénoliques des extraits provenant d’extractions alcoolique et 

hydroalcoolique a été établie. 
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1. Introduction 

Dans ce chapitre, nous présenterons les éléments bibliographiques nécessaires à la 

compréhension des travaux de recherche réalisés. En effet, l’objectif principal de notre 

étude était d’optimiser l’extraction des molécules bioactives provenant des rhizomes de 

R. ribes L. suite à leur traitement par la Détente Instantanée Contrôlée (DIC). Les 

évaluations des activités biologiques des rhizomes traités et non traités par DIC d’une 

part, et préparés dans divers solvants d’extraction d’autre part, ont été également visées.  

Nous nous intéresserons plus particulièrement dans cette partie aux études qui ont élargi 

le spectre de connaissance sur les polyphénols et leurs sous-groupes, surtout ceux qui ont 

été déjà détectés dans les rhizomes de R. ribes L., ainsi que sur les activités antioxydantes, 

antibactériennes et anticancéreuses des divers types de molécules.  

Finalement, la potentialité de la technologie de DIC, en tant qu’un process innovant de 

texturation, dans divers domaines d’activités a été brièvement présentée. 

2. Les polyphénols naturels 

2.1. Présentation des polyphénols 

Les polyphénols sont des molécules abondamment présentes dans le règne végétal. Ils 

sont les produits du métabolisme secondaire des plantes. Le rôle principal des 

polyphénols est d’assurer un système de défense pour les plantes, tel que la protection 

contre les rayons UV (Harborne and Williams, 2000).  

Chimiquement parlant, les polyphénols forment un groupe de composés naturels de 

caractéristiques structurelles phénoliques (Tableau 1). Cependant, l'utilisation du terme 

"polyphénols" a été quelque peu ambiguë (Tsao, 2010). La communauté scientifique n'est 

pas en accord avec l’utilisation universelle d’un terme désignant les polyphénols 

végétaux, puisque certains les appellent "phénols végétaux" alors que d'autres utilisent le 

terme "polyphénols" (Belščak-Cvitanović et al., 2018). Selon Quideau et al., (2011), 

l'utilisation du terme "polyphénols" est toujours préférée principalement pour les 

communications commerciales. Au sens chimique strict, le terme "phénols" inclut un cycle 

benzénique et une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Selon ce concept, le terme 

"polyphénol" devrait être limité aux structures portant au moins deux fractions 
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phénoliques, indépendamment du nombre de fonctions hydroxyle qu'elles portent 

chacune (Quideau et al., 2011).  

Les groupes phénoliques donnent aux polyphénols la capacité de réduire les radicaux 

libres et divers substrats organiques et minéraux. Ces propriétés redox expliquent 

l'intérêt considérable de leur utilisation dans la prévention contre plusieurs maladies 

chroniques associées au stress oxydatif, telles que les maladies cardiovasculaires, le 

cancer, le diabète de type II et l'ostéoporose (Scalbert et al., 2005). 

Tableau 1- Structure basique des principaux composés phénoliques et polyphénoliques  
(Crozier et al., 2009) 

Squelette Classification Structure basique 

C6-C1 Acides phénoliques 

 

C6-C2 Acétophénones 

 

C6-C2 Acides phénylacétiques 
 

C6-C3 Acides hydroxycinnamiques 
 

C6-C3 Coumarines 
 

C6-C4 Naphtoquinones 

 

C6-C1-C6 Xanthones 

 

C6-C2-C6 Anthraquinones 
 

C6-C3-C6 Flavonoïdes 
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2.2. Classification par structure des polyphénols 

Il est courant d’utiliser une classification simplifiée qui divise les composés phénoliques 

en deux groupes : les flavonoïdes et les non-flavonoïdes (Crozier et al., 2009). Vu leur 

grand nombre, seuls les polyphénols déjà détectés dans les extraits de Rheum ribes L. ont 

été cités dans cette partie. 

2.2.1. Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus abondants du règne végétal (Pérez-Jiménez 

et al., 2010). Comme le montre la Figure 1, tous les flavonoïdes partagent la même 

structure de base des diphényl-propanes (C6-C3-C6) dans lesquels les cycles phénoliques 

(cycle A et cycle B) sont généralement liés par un noyau hétérocyclique (cycle C) (Crozier 

et al., 2009). 

 

Figure 1- Structure de base et système de numérotation des flavonoïdes 

(Bravo, 1998) 

Les principales sous-classes de flavonoïdes sont les flavonols, flavones, flavan-3-ols (ou 

flavanol), flavanones et les isoflavones Tableau 2. Il existe également d’autres sous-

classes secondaires et qui sont moins répandues dans la nature.  

Cette diversité de molécules est le résultat de nombreuses substitutions que subit le 

squelette de base des flavonoïdes, à titre d’exemple la substitution par des sucres. 

D’ailleurs la majorité des flavonoïdes existent naturellement sous forme de glycosides 

dont la solubilité dans l’eau est relativement supérieure à celle des flavonoïdes non 

substitués (Crozier et al., 2009). 

  



Chapitre I - Étude bibliographique 

 

11 

Tableau 2- Squelettes des principales sous-classes des flavonoïdes 

Composé Squelette 

 Flavonols  

 

Flavones 

 

Flavan-3-ols 

 

Flavanones 

 

Isoflavones 

 
 

2.2.1.1 Les flavonols 

Les flavonols sont la sous-classe la plus répandue de la famille des flavonoïdes, ils existent 

dans tout le règne végétal à l'exception des algues et des champignons (Figure 2). Les 

variations structurelles des flavonols sont importantes et sont bien documentées (Mata, 

2007). Les principaux flavonols sont le kaempferol, la quercétine et la myricétine, qui se 

trouvent le plus souvent sous forme de O-glycosides (Crozier et al., 2009). Il est 

intéressant de noter que le kaempferol et la quercétine peuvent exister sous plus de 340 

et 270 formes glycosidiques respectivement (Tsao, 2010). 

 

 

Composé R1 R2 R3 

Kaempférol H OH H 

Quercétine OH OH H 

Myricétine OH OH OH 
 

Figure 2- Structure de base et formules de quelques flavonols  
(Crozier et al., 2009) 
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2.2.1.2 Les flavones 

Les flavones ne sont pas très répandues, mais quand même existent dans le céleri, le persil 

et certaines herbes. (Crozier et al., 2009). Les flavones les plus importants sont la lutéoline 

et l’apigénine (Singla et al., 2019) (Figure 3).  

 

Composé R1 R2 

Apigénine H OH 

Lutéoline OH OH 
 

Figure 3- Structure de base et formules de quelques flavones 

(Crozier et al., 2009) 

2.2.1.3 Les isoflavones 

Les isoflavones sont présentes presque exclusivement dans les légumineuses, les 

concentrations les plus élevées se trouvant dans le soja. La daidzéine et la génistéine, deux 

dérivés d’isoflavone, également nommées phytoœstrogènes (Figure 4), présentent une 

activité œstrogénique capable d’affecter la reproduction des animaux de pâturage tels que 

les vaches et les brebis (Mennen et al., 2005). 

 

 

Composé R 

Daidzéine H 

Génistéine  OH 
 

Figure 4- Structure de base et formules de quelques isoflavones 
(Crozier et al., 2009) 

2.2.1.4 Les flavan-3-ols ou flavanols 

 Les flavanols se présentent dans la nature sous forme de monomères, appelés catéchines 

et épicatéchines, et sous forme de polymères, appelés tanins (Singla et al., 2019) (Figure 

5). Les tanins, que l'on trouve dans des complexes avec des alcaloïdes, des 

polysaccharides et des protéines, peuvent être subdivisés en tanins hydrolysables et 

tanins condensés (appelés aussi proanthocyanidines) (Singla et al., 2019).  
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Composé R1 R2 

Epicatéchine H H 

Epigallocatechin H OH 

Catéchine H H 

Figure 5- Structure de base et formules de quelques flavan-3-ols  
(Crozier et al., 2009; Nishiumi et al., 2011; Tsao, 2010) 

2.2.1.5 Les flavanones 

Les flavanones sont présentes dans les tomates et certaines plantes aromatiques comme 

la menthe mais elles ne sont présentes en forte concentration que dans les agrumes. La 

naringénine (Figure 6) est l’une des principales flavanones présente abondamment dans 

le pamplemousse. (Belščak-Cvitanović et al., 2018). 

 

 

Composé R1 R2  

Naringénine H OH  
 

Figure 6- Structure de base des flavanones et la formule de la naringénine 
(Crozier et al., 2009) 

2.2.2. Non-flavonoïdes 

La structure de base des non-flavonoïdes comporte un ou plusieurs cycles aromatiques 

portant un ou plusieurs groupement hydroxyles. Cette classe de polyphénols comprend 

les acides phénoliques, les stilbènes et les anthraquinones (Singla et al., 2019).  

2.2.2.1 Les acides phénoliques 

Il existe deux squelettes distincts d'acides phénoliques : les acides hydroxycinnamiques 

et hydroxybenzoïques (Singla et al., 2019) (Figure 7).  
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Figure 7- Structures de bases et formules de quelques acides phénoliques 
(Hmid, 2013; Tsao, 2010) 

Les acides phénoliques sont parmi les composés phénoliques les plus répandus et qui se 

présentent sous des formes libres et conjuguées. Ils sont répandus dans plusieurs groupes 

d'aliments et sont abondants dans les céréales, les légumineuses, les graines oléagineuses, 

les fruits, les légumes et les herbes.  

2.2.2.2 Les stilbènes 

Les stilbènes sont des phytoalexines produites par les plantes en réponse à une maladie, 

à une blessure ou à un stress (Langcake and Pryce, 1977). L'un des stilbènes les plus 

connus est le resvératrol (3,5,40-trihdroxystilbène) provenant du vin rouge et des 

arachides (Balasundram et al., 2006), avec des quantités moindres dans les baies, le chou 

rouge, les épinards et certaines herbes. Le resvératrol existe dans la nature sous forme 

d'isomères cis et trans (Grippi et al., 2008) (Figure 8).  
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Composé Squelette  

 Trans-

resvératrol 
 

Cis-

resvératrol 

 
 

Figure 8- Structure de base des stilbènes, du cis- et trans-resvératrol 
(Dai and Mumper, 2010; Singla et al., 2019) 

2.2.2.3 Les anthraquinones  

Les anthraquinones constituent le plus grand groupe de pigments naturels, avec environ 

700 composés décrits (Figure 9).  

 

Composé R1 R2 

Emodine  CH3 OH 

Aloe-émodine CH2OH H 

Rhein COOH H 

Physcion CH3 OCH3 

Chrysophanol CH3 H 
 

Figure 9- Structure de base et formules de quelques anthraquinones 
(Ben Ghezala et al., 2015; Diaz-Muñoz et al., 2018) 

Environ 200 d'entre eux ont été isolés à partir de plantes, tandis que les autres ont été 

isolés à partir de lichens et de champignons (Duval et al., 2016). Ces composés sont 

abondamment présents dans les aliments comme les pois, le chou, la laitue et les haricots, 

etc. (Diaz-Muñoz et al., 2018). 

2.3. Les bioactivités des polyphénols  

Les objectifs principaux de l’étude ont été d’évaluer l’effet du traitement par DIC sur les 

activités antioxydantes, antibactériennes et antiprolifératives des extraits de rhizomes de 

Rheum ribes L., en les comparant avec les extraits non-traités. Or, la littérature a largement 
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discuté le rôle des polyphénols dans les activités antioxydantes et biologiques des extraits 

de plantes (Shahidi and Yeo, 2018). Il a donc été intéressant d’avoir une idée des 

bioactivités déjà attribuées aux molécules détectées dans les extraits de R. ribes L.  

2.3.1. Flavonoïdes  

2.3.1.1 Les flavonols 

Les flavonols constituent l'une des classes les plus prometteuses de composés bioactifs 

appartenant à la vaste famille des flavonoïdes (Barreca et al., 2021). Diverses études ont 

montré que les flavonols présentent une activité anticancéreuse par inhibition de la 

prolifération des cellules cancéreuses en induisant leur apoptose ainsi qu’en inhibant 

l'angiogenèse (Lea, 2015).  

Les effets anticancéreux de la myricétine, un flavonol, ont été démontrés sur plusieurs 

lignées cellulaires cancéreuses : le cancer du sein (lignée MCF-7) (Loizzo et al., 2009; 

Rodgers and Grant, 1998), le cancer cervical (lignée HeLa) (Mori et al., 1988), le cancer du 

côlon (lignées HCT116, COLO 205, COLO 320HSR, COLO 320DM, HT 29 et COLO 205-X) 

(Ko et al., 2005; Shiomi et al., 2013), le cancer de l’utérus (lignée RL95-2) (Master et al., 

2012), la leucémie (HL-60) (Chang et al., 2007; Morales and Haza, 2012), et le cancer de 

la prostate (lignées LNCaP et 22Rv1) (Chaudhary and Willett, 2006; Loizzo et al., 2009).  

En plus de ses activités cytotoxiques, la myricétine a prouvé son efficacité comme étant 

un agent antioxydant (Gendaram et al., 2011; Qu et al., 2006; Sim et al., 2007) et 

antibactérien. En effet, à une concentration de 0,5 mg/mL, la myricétine a produit des 

zones d'inhibition significatives contre divers bactéries à Gram positif et négatif 

(notamment B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pneumonia, S. pyogenes, E. coli, K. pneumonia, etc…) (Naz et al., 2007). 

2.3.1.2 Les flavones 

Il a été démontré que les flavones naturelles présentent plusieurs activités biologiques, 

notamment antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorales, antiallergiques, 

neuroprotectrices, cardioprotectrices et antimicrobiennes (Verma and Pratap, 2010). Les 

propriétés antioxydantes des flavones leur permettent d’être des agents de prévention et 

d'atténuation du stress oxydatif, une condition biologique étroitement associée à 

plusieurs maladies (D Catarino et al., 2015).  
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Imran et al., (2020), ont fait le point sur l'activité anticancéreuse de l’apigénine, une 

flavone. En raison de l'efficacité de l'apigénine dans l’inhibition de la croissance cellulaire 

de différentes lignées de cancers humains, à savoir les cellules cancéreuse de la leucémie 

(IC50 = 50 mM) (Wang et al., 1999) et de la peau (IC50 = 1,5 µM) (Caltagirone et al., 2000), 

elle est utilisée dans la prévention et la thérapie du cancer (Zhu et al., 2013).  

Le potentiel antibactérien de l'apigénine a été testé contre de nombreuses espèces de 

bactéries et diverses souches au sein d'une même espèce (Wang et al., 2019). Par exemple, 

cette molécule a efficacement inhibé la croissance bactérienne de chacune des bactéries 

Bacillus subtilis (ATCC 6633), Acinetobacter baumannii (RSKK 02026), Enterococcus 

faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae (RSKK 574), 

Proteus mirabilis (ATCC 7022), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et les souches 

cliniques qui en correspondent (Özçelik et al., 2011). 

2.3.1.3 Les isoflavones  

Les isoflavones, principalement la daidzéine et la génistéine, peuvent être utilisés comme 

thérapie alternative pour un large éventail de troubles hormonaux, y compris 

l'ostéoporose et les symptômes de la ménopause (Křížová et al., 2019), ainsi que plusieurs 

types de cancer, à savoir le cancer du sein (Messina and Hilakivi-Clarke, 2009; Shu et al., 

2009) et le cancer de la prostate (Messina et al., 2006).  

Les isoflavones ont également des effets antioxydants (Kurzer and Xu, 1997). En effet, la 

génistéine et la daidzéine sont des antioxydants plus puissants que la vitamine C et la 

quercétine (Rüfer and Kulling, 2006) . 

Dans une étude de Dastidar et al. (2004), divers isoflavones, y compris la daidzéine et la 

génistéine, ont été testés pour leur éventuelle propriété antimicrobienne contre douze 

bactéries Gram positives et Gram négatives. La daidzéine n’a pas montré une activité 

antimicrobienne tandis que la génistéine a eu un effet antimicrobien modéré. 

2.3.1.4 Les flavan-3-ols ou flavanols 

Les flavan-3-ols présentent plusieurs effets bénéfiques pour la santé humaine à travers 

ses actions antioxydantes, anticancérigènes, cardio-préventives, antimicrobiennes, 

antivirales et neuroprotectrices (Aron and Kennedy, 2008).  
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En effet, plusieurs mécanismes d’action donnent à ce type de polyphénol le pouvoir 

antioxydant, notamment le piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux de 

transition (Cos et al., 2004). Grâce à leur configuration électronique, les flavan-3-ols 

libèrent facilement des électrons vers les espèces portant des radicaux libres 

extrêmement nocifs pour la santé. Suite à la libération d'électrons, le radical libre sera 

transféré au flavan-3-ol qui généralement est plus stable et moins nocif que l'espèce 

radicalaire initiale (Havsteen, 2002; Kitao et al., 2006).  

Il a été démontré que la catéchine, un flavan-3-ol, possède un certain nombre d'effets 

bactéricides prometteurs sur les bactéries Gram positives et Gram négatives, y compris 

les souches résistantes aux médicaments (Wu and Brown, 2021). En effet, la catéchine a 

inhibé la croissance de P. aeruginosa et d’E.coli (Jeon et al., 2014) et de S.mutans (Bai et 

al., 2016). Cependant, et malgré ses nombreuses propriétés bénéfiques, la catéchine est 

confrontée à de nombreux défis dans son développement en tant qu'agent thérapeutique, 

notamment une mauvaise absorption au niveau de l’intestin, une faible biodisponibilité 

et une dégradation rapide (Wu and Brown, 2021). 

2.3.1.5 Les flavanones  

Les flavanones possèdent des activités anticancéreuses et antioxydantes à travers des 

effets sur la prolifération cellulaire et l’inhibition de l’angiogenèse (Erlund, 2004; Gao et 

al., 2006; Kumar et al., 2019; Sakalli et al., 2018; Selvaraj et al., 2014). Parmi les flavanones, 

la naringénine a des capacités d’inhibition de la prolifération des cellules du cancer du 

côlon et de la peau (Frydoonfar et al., 2003; Türkkan et al., 2012). Un certain nombre de 

propriétés ont été évaluées pour cette flavanone, comme l’inhibition de la migration des 

cellules du cancer de foie et du cancer du pancréas (Lentini et al., 2007; Tu et al., 2015). 

De plus, la naringénine inhibe de manière significative la migration des cellules 

cancéreuses de la vessie (Liao et al., 2014). Dans l’une des études, Song et al., (2020) ont 

découvert que la naringénine réduit la croissance bactérienne du Staphylococcus aureus 

résistant à la méthicilline (MRSA) et son attribut isolé cliniquement.  
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2.3.2. Les non-flavonoïdes  

2.3.2.1 Les acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont de puissants antioxydants, piégeurs de radicaux libres tel que 

le radical hydroxyle, l'anion radical superoxyde et plusieurs autres radicaux organiques 

(Chandrasekara, 2019). Ils exercent également des activité de chélation des métaux 

(Soobrattee et al., 2005). Des études précliniques et cliniques ont prouvé que les acides 

phénoliques jouent un rôle positif dans la diminution du risque de certaines maladies 

chroniques tel que le cancer, et cela revient à leurs propriétés antioxydantes (Abotaleb et 

al., 2020). En effet, il a été démontré que trois parmi les acides phénoliques (l’acide 

caféique, coumarique et férulique) ont la capacité à inhiber la prolifération, l’adhésion et 

la migration des cellules du cancer de côlon (HT29-D4) (Rosa et al., 2016). 

Plusieurs chercheurs ont investigué l’effet de différentes molécules appartenant à la 

famille des acides phénoliques sur diverses lignées cellulaires dérivées du cancer 

colorectal (Rosa et al., 2016). Par exemple la cytotoxicité de l’acide caféique, un acide 

phénolique, a été testée sur les souches HT29 (Nasr Bouzaiene et al., 2015), HCT15 

(Jaganathan, 2012), HCT116 (Chiang et al., 2014; Jayaprakasam et al., 2006; Wang, 2005; 

Xiang et al., 2006), SW480 (Chiang et al., 2014; Xiang et al., 2006) et CT26 (Weng and Yen, 

2012). Parmi toutes ces études, certaines activités des acides phénoliques étaient 

communes, notamment l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses et la 

suppression de la production des anions superoxyde. La cytotoxicité de l’acide férulique 

contre diverses lignées du cancer du côlon, a également été étudiée. Parmi ces lignées 

nous citons HCT116 (Chiang et al., 2014), HT29 (Nasr Bouzaiene et al., 2015), et Caco-2 

(Janicke et al., 2011, 2005). 

En plus de son effet cytotoxique, il a été signalé dans la littérature que l'acide caféique 

présente un potentiel antibactérien et/ou des effets synergiques avec les antibiotiques 

contre les souches de S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, S. marcescens, P. mirabilis, 

E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, M. luteus, L. monocytogenes (Almajano et al., 2007; dos 

Santos et al., 2018; Vaquero et al., 2007). L’acide caféique a également prouvé son 

efficacité dans l’inhibition de la croissance de 20 souches cliniques de S. aureus (Kępa et 

al., 2018) 
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2.3.2.2 Les Stilbènes 

Les composés contenant des stilbènes ont attiré l'attention des chimistes et des 

pharmacologues au fil des années, principalement en raison de leurs importantes 

propriétés biologiques, telles que les propriétés antioxydantes et anticancéreuses (De 

Filippis et al., 2017). Parmi ces composés, le resvératrol est l'un des plus étudiés pour ses 

activités antibactériennes (Vestergaard and Ingmer, 2019), antioxydantes (notamment 

l'inhibition de la peroxydation lipidique, la chélation des métaux et l'activité de piégeage 

des radicaux libres) (Pervaiz and Holme, 2009) et anticancéreuses (Carter et al., 2014).  

En effet, sa cytotoxicité a été prouvée sur plusieurs types de cancer tels que le cancer du 

sein (Banerjee et al., 2002; Bhat et al., 2001) et le cancer colorectal (Majumdar et al., 2009; 

Tessitore et al., 2000). En plus, le resvératrol présente une activité antimicrobienne 

contre un éventail excessivement large d'espèces bactériennes Gram positives et 

négatives (Vestergaard and Ingmer, 2019), parmi elles S. aureus (ATCC 25923) et E.coli 

(ATCC 25922) (Paulo et al., 2010). 

2.3.2.3 Les Anthraquinones  

Plusieurs activités biologiques ont été décrites dans la littérature pour ces composés 

(Malik and Müller, 2016), parmi lesquels nous soulignons leurs propriétés antitumorales 

(Huang et al., 2007) , antibactériennes (Fosso et al., 2012), et antioxydantes (Diaz-Muñoz 

et al., 2018).  

Un certain nombre d'études ont démontré que les principales anthraquinones qui sont 

l’émodine, l'aloe-émodine et la rhéine, inhibent la croissance et la prolifération de 

diverses cellules cancéreuses. L'émodine a été signalée comme inhibitrice de la 

prolifération des cellules cancéreuses du sein, du poumon, du col de l'utérus, du colon et 

de la prostate (Cha et al., 2005; Chan et al., 1993; Chang et al., 1996; Kuo et al., 2004; Zhang 

et al., 1995). L'aloé-émodine a également été capable d'inhiber la prolifération des cellules 

tumorales, y compris le cancer du poumon (Lee et al., 2001), le cancer du foie (Kuo et al., 

2002; Yeh et al., 2003), et les lignées cellulaires de la leucémie (Chen et al., 2004). La 

rhéine a pareillement été signalée comme ayant un effet inhibiteur sur la prolifération des 

cellules cancéreuses du sein, du côlon et du poumon (Cichewicz et al., 2004; Floridi et al., 

1991). 
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L'aloé-émodine, le chrysophanol, l'émodine, le physcion et la rhéine sont les 

anthraquinones de plus grand nombre d'études prouvant leur activité antimicrobienne, 

contre un ensemble de micro-organismes sensibles et résistants aux médicaments 

(Malmir et al., 2017). En général, les anthraquinones isolées étaient actifs contre 

l’inhibition de la croissance des bactéries Gram négatives, en particulier contre 

Pseudomonas aeruginosa (Kaithwas et al., 2008), Helicobacter pylori (Cellini et al., 2014) 

et Neisseria gonorrhoeae (Malmir et al., 2015) et contre les bactéries Gram positives telles 

que Staphylococcus aureus, notamment les souches MRSA et S. epidermitis (Liu et al., 

2015). Les mécanismes antibactériens des anthraquinones sont divers, incluant la simple 

déstabilisation de la paroi cellulaire (Liu et al., 2015) et d’altérations des voies 

métaboliques (Yadav et al., 2013). De plus, un même dérivé d'anthraquinone peut avoir 

plusieurs mécanismes d'action, ce qui rend difficile le développement de résistance par 

les bactéries (Malmir et al., 2017).  

3. Étude de la plante de Rheum ribes L. 

La rhubarbe, une plante à d'intérêt botanique, commercial et horticole, est actuellement 

représentée par environ 60 espèces existantes dans les pays d'Asie et d'Europe, avec une 

distribution majeure dans les régions montagneuses en Chine (Pandith and Khan, 2022; 

Zheng et al., 2013). L'utilisation des espèces vivaces appartenant au genre Rheum est 

largement documentée dans les systèmes de la médecine traditionnelle en tant que 

drogues brutes les plus recherchées et n’ayant aucun effet secondaire indésirable.  

3.1. Généralités sur l’espèce de Rheum ribes L. 

3.1.1. Présentation botanique : Taxonomie et systématique végétale 

Règne : Végétale 

Embranchement : Tracheophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre :  Caryophyllales 

Famille : Polygonaceae 

Genre : Rheum 

Espèce :  ribes 

(Selon https://www.gbif.org/fr/species/4037514, consulté le 12 septembre 2022) 

https://www.gbif.org/fr/species/4037514


Chapitre I - Étude bibliographique 

 

22 

3.1.2. Identification de l’espèce Rheum ribes L.  

L’espèce Rheum ribes L. d’origine libanaise a été identifiée et décrite par des chercheurs 

botanistes depuis plus qu’un siècle. Cela figure dans l’« ANNALES DU MUSÉUM NATIONAL 

D'HISTOIRE NATURELLE» (Hauy et al., 1803), publié par un groupe de professeurs à 

Paris, dans lequel existe une illustration botanique (Figure 10) et une description 

détaillée de la morphologie de chacune des parties de la plante.   

 

Figure 10- Illustration botanique de la Rheum ribes L.  
(Hauy et al., 1803) 

En outre, d’autres ouvrages botaniques ont également présenté la Rheum ribes L. 

notamment celui intitulé « NOUVELLE FLORE DU LIBAN ET DE LA SYRIE » (Tome 1) 

publié par Moutèrde, 1966, et un autre intitulé « ILLUSTRATED FLORA OF LEBANON » 

récemment publié par Georges et Henriette Tohmé (Tohmé and Tohmé, 2007).  

Notre étude porte principalement sur la partie souterraine de la plante, aussi dite le 

rhizome, qui a été décrite dans tous les ouvrages botaniques cités ci-dessus. Le rhizome 

de R. ribes L. a été décrit comme épais d’une longueur de 30 à 40 centimètres et d’une 

couleur rousse-violette. 

3.1.3. Habitat et répartition géographique de l’espèce Rheum ribes L.  

L’espèce Rheum ribes L. pousse entre 1000 et 4000 mètres d’altitude sur des roches de 

dunite et entre les pierres (Demiray et al., 2022; Öztürk et al., 2007). Cette plante est 

originaire du Liban (Darsanaki and Lisar, 2014; Öztürk et al., 2007), la Turquie, l’Iran 
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(Alaadin et al., 2007; Öztürk et al., 2007), l’Iraq (Alaadin et al., 2007; Darsanaki and Lisar, 

2014; Obaid et al., 2016), l’Afghanistan, le Pakistan (Alaadin et al., 2007), la Russie 

(Alaadin et al., 2007), la Palestine (Darsanaki and Lisar, 2014; Obaid et al., 2016) el la Syrie 

(Obaid et al., 2016).  

3.1.4. Noms vernaculaires 

Selon l’ouvrage « ILLUSTRATED FLORA OF LEBANON », les noms vernaculaires de 

l’espèce Rheum ribes L. en anglais, en français et en arabe sont respectivement « Waltered-

leaved rhubarb », « Rhubarbe ribes », et « ribas ريباس ».  

3.2. La composition du Rheum ribes L.  

L'identification botanique de la Rheum ribes L. est d'une importance cruciale, ainsi que 

l’identification de toutes les molécules composant cette plante. En se basant sur la 

littérature, nous avons compilé et classé les divers composés non-phénoliques (Tableau 

3) et phénoliques (Tableau 4) qui ont été identifiés dans l’espèce R. ribes L. 

3.2.1. Composition non-phénolique 

La composition non-phénolique de la plante de R. ribes L. a été déterminée par divers 

groupes (Erecevit and Kırbağ, 2017; Jalill et al., 2015; Keser et al., 2019; Ragasa et al., 

2017; Tuncturk et al., 2017) (Tableau 3). Parmi ces derniers, certains ont employé la 

chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) pour le dosage des 

glucides (Erecevit and Kırbağ, 2017), des lipides, des acides gras et des vitamines 

(Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019). En revanche, Ragasa et al., (2017), ont 

adopté la chromatographie sur colonne à  gel de silice 60 pour la détection des composés 

glucidiques. Tant qu’à la détection des minéraux, celle-là a été effectuée par 

chromatographie gazeuse couplée à un spectromètre de masse (GC-MS) dans les travaux 

de Jalill et al., (2015), alors que dans le cas de l’étude effectuée par Tuncturk et al., (2017), 

la détermination des minéraux a été faite par spectrométrie d'absorption atomique (AAS).  

3.2.2. Composition phénolique  

Divers groupes ont travaillé sur la détermination des composés phénoliques des 

différentes parties de Rheum ribes L. (Tableau 4). Certains ont réalisé des analyses 

quantitatives des molécules phytochimiques par chromatographie en phase liquide à 
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haute performance (HPLC) et par spectrométrie de masse (MS) (Abdulla et al., 2014; 

Adham and Naqishbandi, 2015, 2015; Çınar Ayan et al., 2021; Erecevit and Kırbağ, 2017; 

Jalill et al., 2015; Raafat et al., 2014). D’autres ont également effectué un criblage 

phytochimique préliminaire selon des procédures standards qualitatives (par exemple la 

solution de Fehling pour la détermination des glucosides et le test du chlorure ferrique 

pour la détermination des tanins, etc…) dans le but d’identifier les familles des phénols 

présents dans les extraits (Adham and Naqishbandi, 2015; Noori et al., 2022; Taskin et al., 

2019). Plusieurs chercheurs ont réussi à identifier les molécules appartenant à ces divers 

familles de polyphénols sauf pour les alcaloïdes, dont la présence a été citée dans 

plusieurs études mais sans précision des molécules qui en appartiennent (Adham and 

Naqishbandi, 2015; Jalill et al., 2015; Noori et al., 2022). Toutefois, une étude qualitative 

de Taskin et al., (2019) pour la détermination des molécules phénoliques, a montré des 

résultats différents, où la famille des alcaloïdes a été absente dans les extraits provenant 

de toutes les parties de la plante. 
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Tableau 3- Composition non-phénolique du Rheum ribes L. 

Éléments Partie utilisée de la plante Composition Références 

Minéraux 
Tige Na, Mg, K, Ca, P, S, Mn, Fe, Cu, Zn, Cr, Cd, Co, Pb (Tuncturk et al., 2017) 

Rhizome Cu, Zn, Cd, Mn, K, Fe, Co, Ti, P, N (Jalill et al., 2015) 

Glucides Toutes les parties de la plante Fructose, Glucose, Saccharose et maltose (Erecevit and Kırbağ, 2017) 

Lipides 
Toutes les parties de la plante Triglycérides, β-sitostérol, Ergosterol et 

Stigmasterol 

(Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 

2019; Ragasa et al., 2017) 

Acides gras 

Toutes les parties de la plante 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3 (Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 

2019) 

Tige 20:5 (Keser et al., 2019) 

Vitamines 
Toutes les parties de la plante Vitamines A, K et D, δ-Tocopherol et α-

Tocopherol 

(Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 

2019) 

Protéines Rhizome Non déterminées (Jalill et al., 2015) 
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Tableau 4- Composition phénolique du Rheum ribes L. 

Nom du composé Partie utilisée de la plante  Références 

Flavonoïdes 

Flavonol 

Rutine Toutes les parties de la plante   

 

(Abdulla et al., 2014; Çınar Ayan et al., 2021; Erecevit and Kırbağ, 2017; 
Keser et al., 2019; Raafat et al., 2014; Tosun and Kizilay, 2003) 

Myricétine  Toutes les parties de la plante 

 

(Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019) 

Morine  Toutes les parties de la plante  

 

(Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019) 

Kaempferol Toutes les parties de la plante (Abdulla et al., 2014; Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019) 

Herbacétine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Galangine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Fisétine Tige (Tosun and Kizilay, 2003) (Raafat et al., 2014) 

Quercétine Toutes les parties de la plante (Çınar Ayan et al., 2021; Erecevit and Kırbağ, 2017; Raafat et al., 2014; 
Tosun and Kizilay, 2003) 

Quercitrine  Tige (Tosun and Kizilay, 2003) 

Flavan-3-ol ou flavanol 

Epicatéchine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Catéchine  Tige  (Keser et al., 2019) 

Epigallocatechin Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Procyanidine B2 Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Tanins hydrolysables 

Acide tannique  Rhizomes (Abdulla et al., 2014) 

Pyrogallol Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 
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Tanins condensés 

Pyrocatechol Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Flavanones 

Naringenin Toutes les parties de la plante (Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019) 

Naringine Tige (Keser et al., 2019) 

Isoflavone  

Génistéine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Daidzéine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Formononétine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Prunetin Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Flavones    

Apigénine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Lutéoline Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Baicaléine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Chrysine Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Glucosides de flavonoids  

Kaempferol-7-O-glucoside Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Quercetin-3-D-galactoside Rhizome (Raafat et al., 2014) 

Quercetin-3-O-
glucopyranoside  

Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Quercetin-3-O-galactoside  Tige  (Tosun and Kizilay, 2003) 

Non-flavonoïdes 

Anthraquinones 

Chrysophanol Tige et rhizome (Abdulla et al., 2014; Raafat et al., 2014; Tosun and Kizilay, 2003) 

Physcion Tige et rhizome (Abdulla et al., 2014; Tosun and Kizilay, 2003) 

Aloïne  Tige et rhizome Çınar Ayan et al., 2021) 
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Emodine Tige et rhizome (Abdulla et al., 2014; Çınar Ayan et al., 2021; Raafat et al., 2014; Tosun and 
Kizilay, 2003) 

Aloe-émodine Rhizome  (Abdulla et al., 2014) 

Rhein  Rhizome  

Acides phénoliques 

Acide chlorogénique  Rhizomes (Abdulla et al., 2014) 

Acide caféique  Tige  (Keser et al., 2019) 

Acide gallique  Rhizome (Abdulla et al., 2014; Keser et al., 2019) 

Acide salicylique Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Acide férulique  Tige et rhizome Çınar Ayan et al., 2021)(Keser et al., 2019) 

Acide rosmarinique  Tige  (Keser et al., 2019) 

Acide vanillique  Tige  (Keser et al., 2019) 

Alcaloïdes  

Présents (selon les tests 
qualitatif) 

Rhizome (Adham and Naqishbandi, 2015; Jalill et al., 2015; Noori et al., 2022) 

Xanthones 

2-Hydroxyxanthone Tige et rhizome (Çınar Ayan et al., 2021) 

Stilbène    

Resvératrol  Toutes les parties de la plante (Çınar Ayan et al., 2021; Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019) 
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3.3. Propriétés pharmacothérapeutiques et usages ethnobotaniques des 

extraits des différentes parties de Rheum ribes L. 

3.3.1. Effets antibactériens 

Le Tableau 5 récapitule toutes les études de la littérature qui ont rapporté les activités 

antibactériennes des différentes parties de Rheum ribes L.  

Divers groupes ont comparé l’effet du solvant d’extraction sur l’activité antimicrobienne 

des extraits de Rheum ribes L. Les extraits alcooliques ont montré une puissance 

d’inhibition de la croissance bactérienne supérieure à celle des extraits aqueux dans 

plusieurs études (Abdulla et al., 2014; Engin et al., 2018; Keser et al., 2019), cependant, 

une étude a montré des résultats contradictoires (Önem et al., 2020). Un mélange 

hydroalcoolique (EtOH/H2O) a été utilisé comme solvant d’extraction dans une étude de 

Bagheri et al., (2019), dans laquelle il a été prouvé que l’extrait hydroalcoolique de 

rhizomes de Rheum ribes L. est fortement plus puissant que l’extrait aqueux dans 

l’inhibition de la croissance de A. baumannii.  

Il est remarquable que l’extraction dans divers solvant alcooliques (éthanol et méthanol) 

n’avait pas le même effet sur le pouvoir antibactérien des extraits de Rheum ribes L. Les 

extraits méthanoliques ont montré être plus efficace que les extraits éthanoliques dans 

l’inhibition de la croissance de diverses bactéries (Alan et al., 2012; Keser et al., 2019).  

En outre, des solvants organiques comme le chloroforme (Alaadin et al., 2007; Önem et 

al., 2020) et l’hexane (Amiri et al., 2015; Engin et al., 2018) ont également été utilisés dans 

diverses études. En effet, les travaux de Alaadin et al., (2007), ont montré que l’extrait 

chloroformique est un inhibiteur de la prolifération bactérienne plus puissant que 

l’extrait préparé dans un mélange chloroforme : eau. L’extrait préparé dans un mélange 

méthanol : chloroforme a un effet antibactérien fortement plus élevé que l’extrait 

alcoolique (Önem et al., 2020), par contre, l’extrait hexanique a un effet antibactérien 

légèrement moins puissant que l’extrait alcoolique (Engin et al., 2018). 

En comparant le pouvoir antibactérien des différentes parties de la plantes de R. ribes L., 

il est notable que les extraits y provenant présentent différents effets antibactériens. En 

effet, Bazzaz et al., (2005), ont montré que certaines souches bactériennes sont plus 
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sensibles à l’extrait de rhizomes de R. ribes L. (E. coli, K. pneumonia et P. vulgaris ) qu’aux 

extraits de tiges et de feuilles (N. gonorrhoeae) (Bazzaz et al., 2005).  

 Certaines études ont testé la sensibilité de diverses souches bactérienne hospitalières 

(Alsudani et al., 2019; Bazzaz et al., 2005; Darsanaki and Lisar, 2014; Obaid et al., 2016), 

alors que les autres ont eu recours à des souches commercialisées (ATCC : American Type 

Culture Collection) (Alan et al., 2012; Amiri et al., 2015; Azadpour et al., 2020…). Un extrait 

méthanolique de rhizomes de Rheum ribes L. n’a montré aucun effet sur une souche 

commercialisée d’ E.coli (Sayyahi et al., 2019), alors que dans plusieurs études, le même 

type d’extrait était puissant sur des souches cliniques d’E.coli (Bazzaz et al., 2005; 

Darsanaki and Lisar, 2014; Obaid et al., 2016).  

Parmi les études listées, on remarque que les extraits aqueux de rhizomes de Rheum ribes 

L. n’ont pas eu aucun effet sur la croissance de bactérie de souches différentes, par 

exemple E. coli ATCC 11229 (Alaadin et al., 2007) et E. coli ATCC 25923 (Önem et al., 

2020). En revanche, deux souches différentes de S. aureus ATCC 6536 (Alaadin et al., 

2007) et ATCC 25922 (Önem et al., 2020)) ont donné des résultats contradictoires suite à 

leur traitement par un extrait aqueux de rhizomes de Rheum ribes L. 

Dans certains travaux, l’effet antibactérien des extraits de R. ribes L. était plus important 

contre les bactéries à Gram positif que les bactéries à Gram négatif (Abdulla et al., 2014; 

Alaadin et al., 2007; Azadpour et al., 2020; Önem et al., 2020; Sayyahi et al., 2019). En 

revanche, différentes études ont donné des résultats opposés (Alan et al., 2012; Tartik et 

al., 2015). Par ailleurs, les résultats d’autres travaux ont montré qu’aucune tendance Gram 

positif contre Gram négatif existe (Alsudani et al., 2019; Amiri et al., 2015; Bonjar, 2004; 

Darsanaki and Lisar, 2014; Engin et al., 2018; Keser et al., 2019).  

L’effet antibactérien de R. ribes L. a été sujet d’intérêt pour divers chercheurs de 

différentes régions. Toutefois, il est remarquable que les extraits de la plante provenant 

de différents pays n’aient pas donné des résultats similaires sur le niveau antibactérien. A 

titre d’exemple, un extrait méthanolique de rhizomes de R. ribes L. a donné des 

concentrations minimales inhibitrices de la croissance de B. cereus et S. aureus dix fois 

plus élevées dans une étude faite en Iran (Sayyahi et al., 2019) qu’une étude faite en 

Turquie (Önem et al., 2020). Non seulement les données entre pays sont différentes, mais 

les résultats entre régions du même pays le sont également. C’est le cas par exemple de 

deux études faites en Irak sur l’effet antibactérien des extraits alcooliques et aqueux : dans 
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l’une aucune zone d’inhibition a été observée (Alaadin et al., 2007), alors que ce n’était 

pas le cas dans la seconde étude (Abdulla et al., 2014). 
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Tableau 5- Etudes sur les activités antibactériennes des différentes parties du Rheum ribes L. 

R
h

iz
o

m
es

 

Type d’extrait Méthode expérimentale Bactérie Résultat Références 

Extrait 
éthanolique 

Micro-dilution Gram négatif : 

• E. coli 

• E. aeruginosa 

Gram positif : 

• S. aureus  

• Une faible dose de 0,6 mg/mL est suffisante pour 
fortement diminuer le taux de croissance de E. 
aerogenes et de E. coli 

• Une dose élevée de 20 mg/mL est nécessaire pour 
diminuer le taux de croissance de S. aureus 

(Tartik et 

al., 2015) 

Extrait 
hydroalcooliq
ues (EtOH : 
H2O 70 : 30) 
(1) et aqueux 
(2) 

Diffusion dans des puits 
créés sur l’agar + micro-
dilution (CMI) + culture 
sur milieu gélosé (CMB) 

Gram négatif : 

• A. baumannii (ATCC747) 

 

Extrait 
CMI 

(µg/mL) 
CMB 

(µg/mL) 
Zone d’inhibition à 
128 µg/mL(mm) 

(1) 128 256 8 

(2) 256  512 2 

(Bagheri et 
al., 2019) 

Extrait 
éthanolique 

Diffusion dans des puits 
créés sur l’agar 

Gram négatif :  
• P. mirabilis* 
• H. pylori* 
• K. pneumonia* 
Gram positif : 
• S. epidermidis* 
• S. mutans* 

 

Bactérie Zone d’inhibition à 50 mg/mL 
(mm) 

P. mirabilis* 17,9 
H. pylori* 18,4 
K. pneumonia* 19,3 
S. epidermidis* 16,4 

S. mutans* 18,1 

(Alsudani 
et al., 
2019) 
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Extrait dans 
l’éthanol 
(80%) (1) 
fractionné 
dans H2O (2), 
dans 
CH3Cl:H2O (3) 
et dans CH3Cl 
(4) 

Bioautographie + Micro-
dilution 

(concentration de 
l’extrait allant de 31 à 
4000 µg/mL) 

Gram négatif : 

• P. aeruginosa (ATCC 9027) 

• E. coli (ATCC 11229) 

Gram positif : 

• S. aureus (ATCC 6538) 

 

Bioautographie 

(1) et (2) : Aucune activité observée 

(3) et (4) : zones d'inhibition contre S. aureus et E.coli 

Micro-dilution  

CMI de (3) contre S. aureus = 500 µg/mL et (4)= 125 
µg/mL et aucun effet contre les autres bactéries 

(Alaadin et 
al., 2007) 

Extrait 
éthanolique 
(1) et 
méthanolique 
(2) 

Micro-dilution + 
diffusion sur disque 

Gram positif :  

• B. subtilis (ATCC 6633) 

Gram négatif :  

E.aerogenes (ATCC 13048) 

 

E
xt

ra
it

 

Bactérie 
CMI 

(mg/mL) 

Zone 
d’inhibition 

µg/mL) (mm) 

(1) 
B. subtilis  - - 

E.aerogenes 5,5 16 

(2) 
B. subtilis 6 14 

E.aerogenes 6 14 

(Alan et al., 
2012) 

Extrait dans 
du méthanol 
(95%) 

Diffusion dans des puits 
créés sur l’agar 

Gram négatif : 

E. coli* 

Zone d’inhibition à 78 µg/mL : 

18 mm 

(Obaid et 
al., 2016) 
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Extrait 
aqueux (1), 
méthanolique 
(2), et dans 
un mélange 
methanol-
chloroforme 
(MeOH- 
CHCL3) (3)  

Micro-dilution Gram positif :  

• B. cereus (ATCC 11778) 

• E. faecalis (ATCC 29212) 

• L. monocytogenes (ATCC 7644) 

• S. aureus (ATCC 25923) 

• S. aureus résistant à la 
méticilline (MRSA) (ATCC 
43300) 

Gram négatif :  

• C. violaceum (ATCC 12472) 

• E. coli (ATCC 25922) 

• P. aeruginosa (ATCC 27853) 

• P. aeruginosa (PA01) 

 

Bactérie 
CMI (mg/mL) 

(1) (2) (3) 

B. cereus 0,75 1,25 0,5 

E. faecalis  0,09 0,16 0,06 

L. monocytogenes 0,19 0,31 0,12 

S. aureus 0,75 1,25 0,75 

MRSA 0,75 1,25 0,75 

C. violaceum 0,38 0,63 0,25 

E. coli - - - 

P. aeruginosa - - - 

P. aeruginosa (PA01) - - - 

(Önem et 
al., 2020) 

Extrait 
méthanolique  

Micro-dilution + 
diffusion dans des puits 
créés sur l’agar 

Obtenus de  « Persian type 
culture collection »(PTCC) 

Gram positif : 

• M.luteus (PTCC 1110) 

• M.luteus (PTCC1170) 

Gram négatif : 

• B.bronchiseptica (PTCC 1025) 

• K. pneumonia (PTCC 1053) 

• S.marcescens (ATTC 27117) 
 

 

 

 

Bactérie 
CMI 

(mg/mL) 

Zone 
d’inhibition 

(mm) 

M.luteus(PTCC1110) 3,75 17 

M.luteus(PTCC1170)  - - 

B.bronchiseptica 15 10 

K. pneumonia 1.87 18 

S.marcescens - - 

(Bonjar, 
2004) 
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Extrait 
méthanolique 

Diffusion sur des puits 
créés sur l’agar (a) (500 
µg/puit) + diffusion sur 
disques (b) (500 
µg/disque) 

50 souches hospitalières 
testées pour chaque 

micro-organisme, et 30 
souches pour N. 

gonorrhoeae 

Gram négatif : 

• E. coli* 

• K.pneumonia* 

• N.gonorrhoeae* 

• P. vulgaris* 

• P. mirabilis* 

• P.aerugiosa* 

 

Bactéries a b 

% de souches sensibles 

E.coli 76 68 

K.pneumonia 66 66 

N.gonorrhoeae 46 36,67 

P. vulgaris et 
mirabilis 58 40 

P.aerugiosa 54 64 

(Bazzaz et 
al., 2005) 

 

Extrait 
méthanolique 

Diffusion dans des puits 
créés sur l’agar (1) + 
diffusion sur disque (2) + 
Micro-dilution (CMI et 
CMB) 

Gram positif : 

• S. aureus 

• B. cereus 

Gram négatif : 

• P. aeruginosa  

• E. coli 

 

Bactérie 

CMI 
(mg/mL) 

CMB 
(mg/mL) 

Zone 
d’inhibition 

à 100 
mg/mL 
(mm) 

(1) 

Zone 
d’inhibition 

à 100 
mg/mL 

(mm) 
(2) 

S. aureus 12.5  50 9,24 9,12 
B. cereus 12.5  25 9 9 ,24 
P. 
aeruginosa  

25  50 7,4 8 

E. coli  50 100 - - 

(Sayyahi et 
al., 2019) 
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T
ig

es
 

Extrait 
aqueux (1), 
éthanolique 
(2), et 
méthanolique 
(3) 

Diffusion sur disques Gram positif : 

• B. megaterium DSM 32 

• S. aureus COWAN 1 

• B. subtilis IMG 22 

• L.monocytogenes SCOTTA 

Gram négatif : 

• E. coli ATCC 25922 

• P. vulgaris FMC 1 

• P. aeruginosa DSM 50071 

• K. pneumonia FMC 5 

 

Bactéries 
Zone d’inhibition (mm) avec 100µL 

de l’extrait sur les disques 
(1) (2) (3) 

B. megaterium - 8 9 
E. coli 8 9 11 
B. subtilis 8 9 10 
P. vulgaris 8 9 10 
L. monocytogenes - 8 9 
P. aeruginosa 8 9 10 
S. aureus 8 9 10 
K. pneumonia - 8 10 

(Keser et 
al., 2019) 

Extrait 
hydroalcooliq
ue (EtOH : 
H2O 80 : 20) 

Micro-dilution  Gram négatif : 

• P. aeruginosa (ATCC 27853) 

• E. coli (PTC 1395) 

• K. pneumonia (PTCC 1290) 

Gram positif : 

• S. agalactiae (ATCC 12386) 

• S. epidermidis (ATCC 12228) 

• S. aureus (ATCC 25923)  

L.monocytogenes (ATCC 1298) 

 

Bactéries CMI 
(µg/mL) 

CMB 
(µg/mL) 

P. aeruginosa 250 - 
E. coli 500 500 
K. pneumonia 500 500 
S. agalactiae 125 500 
S. epidermidis 250 500 
S. aureus 500 - 
L.monocytogenes 2 8 

(Azadpour 
et al., 
2020) 
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Extrait 
méthanolique 

Diffusion sur des puits 
créés sur l’agar (a) (500 
mcg/puit) + diffusion sur 
disques (b) (500 
mcg/disque) 

50 souches hospitalières testées 
pour chaque 

micro-organisme, et 30 souches 
pour N. 

gonorrhoeae 

Gram négatif : 

• E.coli* 

• K.pneumonia* 

• N.gonorrhoeae* 

• P. vulgaris* 

• P. mirabilis* 

• P.aerugiosa* 

 

Bactéries a b 

% de souches sensibles 
E.coli 34 42 
K.pneumonia 30 42 

N.gonorrhoeae 3,33 3,33 

P. vulgaris et 
mirabilis 14 6,8 

P.aerugiosa 6 0 

(Bazzaz et 
al., 2005) 

Extraction 
dans l’acide 
acétique (1%) 
(1), l’éthanol 
(2) et l’hexane 
(3) 

Diffusion sur disques Gram positif : 

• L. monocytogenes 

• S. aureus (ATCC 25923) 

• B. cereus 

• S. epidermis 

• E. faecalis 

Gram négatif : 

• E. coli Tip 1 

• V. parahaemolyticus (ATCC 
17802) 

• B. cereus 

• S. typhimurium 

• Y. pseudotuberculosis 

• K. pneumoniae 

• P. vulgaris 

 

Bactéries 
 

Zone d’inhibition (mm) 
avec 30 µL de l’extrait sur 

les disques 
(1) (2) (3) 

L. monocytogenes 11 12 10 
S. aureus 17 21 14 
E. coli - 13 13 
V. parahaemolyticus 15 12 12 
B. cereus 12 13 12 
S. typhimurium 12 16 12 
S. epidermis 14 12 11 
Y.pseudotuberculosis 17 14 13 
E. faecalis 12 12 13 
K. pneumoniae 14 14 12 
P. vulgaris 16 18 12 

(Engin et 
al., 2018) 
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R
h

iz
o

m
es

, t
ig

es
 e

t 

fe
u

il
le

s 
Extrait 
méthanolique 

Diffusion sur des puits 
créés sur l’agar 

 

Gram positif : 

• S. aureus* 

Gram négatif : 

• E. coli* 

• K.pneumoniae* 

• P.aeruginos* 

• S. flexneri* 

 

Bactérie Zone d’inhibition 
(mm) 

S. aureus  11,15 
E. coli 12,5 
K.pneumoniae 13,5 
P.aeruginos 10,5 
S. flexneri 13,75 

(Darsanaki 
and Lisar, 
2014) 

F
le

u
rs

  

Extraction 
dans l’acide 
acétique (1%) 
(1), l’éthanol 
(2) et l’hexane 
(3) 

Diffusion sur disques Gram positif : 

• L. monocytogenes 

• S. aureus (ATCC 25923) 

• B. cereus 

• S. epidermi 

• E. faecalis 

Gram négatif : 

• E. coli Tip 1 

• V. parahaemolyticus (ATCC 
17802) 

• S. typhimurium 

• Y. pseudotuberculosis 

• K. pneumoniae 

• P. vulgaris 

 

Bactéries 

Zone d’inhibition (mm) 
avec 30 µL de l’extrait 

sur les disques 
(1) (2) (3) 

L. monocytogenes - 12 13 
S. aureus 12 23 15 
E. coli 13 13 12 
V. parahaemolyticus 14 14 12 
B. cereus - 14 11 
S. typhimurium 9 15 10 
S. epidermi 14 23 12 
Y.pseudotuberculosis 27 19 13 
E. faecalis 12 13 15 
K. pneumoniae 12 13 12 
P. vulgaris 14 20 13 

(Engin et 
al., 2018) 
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Extraction de 
l’huile 
essentiel (1) 
et extraction 
dans de n-
hexane (99%) 
(2)  

Diffusion sur disques 

 

Gram positif : 

• S. aureus ATCC 25923 

• S. pneumoniae ATCC 49619 

• S.epidermidis ATCC 12228 

Gram négatif : 

• E. coli ATCC 25922 

• K.pneumoniae ATCC 700603 

• N.gonorrhoeae ATCC 49226 

• P.aeruginosa ATCC 27853 

• S.typhimurium ATCC 14028 

 

Bactéries 

Zone d’inhibition (mm) avec 
30 µL de l’huile/extrait sur 

les disques 
(1) (2) 

S. aureus - - 
S. pneumoniae 7,3 7,8 
S.epidermidis 16,2 15 
K.pneumoniae 6,6 6,5 
N.gonorrhoeae - - 
P.aeruginosa - - 
S.typhimurium 8,2 8 

(Amiri et 
al., 2015) 

F
eu

il
le

s 

Extrait 
méthanolique 

Diffusion sur des puits 
créés sur l’agar (a) (500 
mcg/puit) + diffusion sur 
disques (b) (500 
mcg/disque) 

Gram négatif : 

• E. coli* 

• K.pneumonia* 

• N.gonorrhoeae* 

• P. vulgaris* 

• P. mirabili* 

• P.aerugiosa* 

 

Bactéries 
a b 

% de souches sensibles 
E.coli 62 52 
K.pneumonia 42 64 
N.gonorrhoeae 56 53,33 
P. vulgaris et 
mirabilis 

38 32 

P.aerugiosa 74 26 

(Bazzaz et 
al., 2005) 

 

* Souches hospitalières  
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3.3.2. Effets anticancéreux 

Les résultats des études évaluant les effets anticancéreux des diverses parties de R. ribes 

L. sont résumés dans le Tableau 6. 

Une relation positive existe entre la durée d’incubation des cellules cancéreuses et la 

cytotoxicité des divers extraits de R. ribes L. (Aygün et al., 2020; Azadpour et al., 2020; 

Uyar et al., 2014).  

En plus, de nombreuses études ont souligné l’effet cytotoxique des différentes parties de 

la plante de R. ribes L. sur la prolifération des lignées cellulaires. En effet, il a été démontré 

dans une étude de Çınar Ayan et al., (2021), que les extraits de rhizomes de R. ribes L. ont 

des effets antiprolifératifs sur les lignées HCT-116 et HT-29 plus puissants que ceux des 

extraits de tiges de la même plante. Cependant, seul l’extrait de tiges préparé dans 

l’hexane a montré être plus efficace dans l’inhibition de la croissance des cellules 

cancéreuses HCT-116 que l’extrait de rhizomes préparé dans le même solvant (Çınar Ayan 

et al., 2021). En plus, Uyar et al., (2014) ont effectué une étude comparative des effets 

cytotoxiques (leucémie HL-60) des extraits de rhizomes et de feuilles de R. ribes L., tous 

deux extraits dans de l'acétate d'éthyle. En effet, les extraits de rhizomes ont prouvé avoir 

des pouvoirs antiprolifératifs plus élevés que ceux des extraits de feuilles.  

D’autres chercheurs ont travaillé sur l’effet du solvant d’extraction sur le pouvoir 

antiprolifératif de divers extraits de R. ribes L. Dans une étude de Al-Khatib et al., (2022), 

une comparaison des effets antiprolifératifs de plusieurs extraits de rhizomes de R. ribes 

L. préparés dans divers solvants a été établie. Les extraits macérés dans l’éthanol et le 

dichlorométhane ont été les seuls à inhiber significativement la prolifération des cellules 

HT-29, en plus d’une faible différence entre les pouvoirs cytotoxiques de ces deux extraits 

sur les cellules cancéreuses HCT-116. Un travail similaire a été effectué par Çınar Ayan et 

al., (2021), où l’effet antiprolifératif des extraits de rhizomes sur les même lignées 

cellulaires (HT-29 et HCT-116) a été évalué, mais en employant des solvants d’extraction 

autres que ceux testés par Al-Khatib et al., (2022). En effet, les cytotoxicités des extraits 

préparés dans le méthanol et dans l’acétate d’éthyle ont été respectivement les plus 

élevées contre HCT-116 et HT-29. La même étude a également montré que l’extrait 

méthanolique de tiges a été le plus efficace dans l’inhibition de la multiplication des 
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cellules du cancer colorectal HCT-116, alors que la prolifération de la lignée HT-29 a été 

mieux inhibée par l’extrait hexanique des tiges de R. ribes L. (Çınar Ayan et al., 2021). 

Un résultat similaire a été émis dans une étude de Keser et al., (2019) où l’extrait 

méthanolique de tige de R. ribes L. a de même montré être efficace dans l’inhibition de la 

prolifération des cellules cancéreuses HCT-116. Or cette dernière étude, a monté qu’il 

n’existe pas une grande différence entre les effets cytotoxiques des extraits aqueux, 

éthanolique et méthanolique des tiges de R. ribes L. En effet, l’inhibition de la prolifération 

des cellules du PC-3 par l’extrait éthanolique a été légèrement supérieure à ceux des 

autres types d’extraits. Cependant, la multiplication des cellules des autres types de 

cancer dans cette étude a été faiblement plus inhibé par l’extrait méthanolique que les 

autres types d’extraits étudiés.  

L’effet de la méthode d’extraction sur la cytotoxicité des extraits de rhizomes de R. ribes 

L. a été souligné par une étude effectuée par Noori et al., (2022). Des extraits éthanoliques 

de rhizomes ont été préparés selon trois méthodes d’extraction : extraction par simple 

macération, dans un bain ultrasonique et à l’aide d’un Soxhlet. Parmi les trois moyens 

testés, la cytotoxicité de l’extrait préparé dans le bain ultrasonique a été la plus élevée, 

suivi par la cytotoxicité de l’extrait issu d’une simple macération. Finalement, l’effet 

antiprolifératif le moins important a été enregistré pour l’extrait préparé dans le Soxhlet.  

Comme pour les travaux concernant les activités antibactériennes des extraits de R. ribes 

L., les études portantes sur leurs effets cytotoxiques ont été faites dans différents pays 

et/ou différentes régions du même pays. Il est remarquable que les extraits n’ayant pas la 

même origine ont donné des résultats non similaires : dans une étude de Çınar Ayan et al., 

(2021), la IC50 de la prolifération du cancer colorectal HTC116 d’un extrait méthanolique 

de tige de R. ribes L. était à peu près douze fois plus élevée que celle enregistrée par le 

même type d’extrait dans une étude de Keser et al., (2019).  
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Tableau 6- Etudes sur les activités anticancéreuses des différentes parties du Rheum ribes L. 

 Type d’extrait Méthode 
expérimentale 

Lignée cellulaire Résultats Références 

R
h

iz
o

m
es

 

Extrait dans 
l’acétate 
d’éthyle 

XTT • Leucémie 
promyélocytaire HL-
60 

 

Lignée 

 IC50 (µg/mL) 

Après 
24hr 

Après 
48hr 

Après 
72hr 

HL-60 149 135 74 

(Uyar et al., 
2014) 

Extrait 
méthanolique 
(1), dans 
l’hexane (2), et 
dans l’acétate 
d’éthyle (3) 

MTT • Cancer colorectal 
HCT-116  

• Cancer colorectal 
(adenocancer) HT-29 

 

Lignée 
 IC50 (µg/mL) 

(1) (2) (3) 

HCT-116 29,65 672 96,32 

HT -29 82,68 98,1 75,37 

(Çınar Ayan 
et al., 2021) 

Extrait 
éthanolique 
préparé par 3 
méthodes 
d’extraction : 

Soxhlet (1), 
macération (2), 
et ultrasons (3) 

MTT • Cancer colorectal 
Caco-2  

 

 

Lignée 
 IC50 (µg/ mL) 

(1) (2) (3) 

Caco-2 60 40 13 

(Noori et al., 
2022) 
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Extrait 
éthanolique 
(nanoparticule 
d'argent Ag NPs 

obtenu par 
synthèse verte à 
partir de 
l'extrait 
éthanolique)  

MTT • Cancer du sein MDA-
MB-231 

 

Lignée 
 IC50 (µg/mL) 

Après 24hr Après 48hr 

MDA-MB-231 165,6 98,96 

(Aygün et al., 
2020) 

Extrait 
éthanolique 

WST-1 + 
Electrophorèse sur 
gel d’agarose 

• Cancer de la prostate 
PC-3 

 

Concentration 
de l’extrait 
(µg/mL) 

Effet 
antiprolifératif 

PC-3 

(24 hrs) 

Electrophorèse 

60 Significatif  

125 Significatif 

250 Significatif Fragmentation de 
l’ADN des cellules 

PC-3 
500 Significatif  

(Tartik et al., 
2015) 
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Extrait aqueux 
(1), éthanolique 
(100%) (2), 
hydroalcoolique 
(EtOH : H2O 70 : 
30) (3), extrait 
dans le 
dichlométhane 
(4) et dans 
l’hexane (5) 

MTT • Cancer colorectal 
HT29 (Testé sur tous 
les types d’extraits) 

• Cancer colorectal 
HCT116 (testé 
uniquement sur les 
extraits (2) et (4) 

 

Extrait 

(0-400 µg/ mL) 

Effet antiprolifératif 
HT29 

(72 hrs) 

IC50 µg/mL 

HCT 116 

(72 hrs) 

(1) Non significatif  

(2) Significatif (IC50 = 185 
µg/ mL) 

87 

(3) Non significatif  

(4) Significatif (IC50 = 165 
µg/ mL) 

93 

(5) Non significatif  

(Al-Khatib et 
al., 2022) 

T
ig

es
  

Extrait 
éthanolique 
(80%) 

MTT • Papillome KB 

• Cancer du poumon A-
549 

 

Lignée 
 Cytotoxicité (%) à 1000µg/mL 

Après 24hr Après 48hr 

KB 70 80 

A-549 59 80 

(Azadpour et 
al., 2020) 

Extrait 
méthanolique 
(1), dans 
l’hexane (2), et 
dans l’acétate 
d’éthyle (3) 

MTT • Cancer colorectal 
HCT-116 

• Cancer colorectal 
(adenocancer) HT-29 

 

 

Lignée 
 IC50 (µg/mL) 

(1) (2) (3) 

HCT116 182,9 298,9 256,6 

HT29 275,5 107,9 439,1 

(Çınar Ayan 
et al., 2021) 
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Extrait aqueux 
(1), éthanolique 
(2), et 
méthanolique 
(3) 

MTT • Cancer de prostate PC-
3 

• Cancer du sein MCF-7 

• Cancer de l'ovaire 
A2780 

• Cancer colorectal 
HCT-116 

 

Lignée 
IC50 (µg/mL) 

(1) (2) (3) 

PC-3 39,59 38,11 42,18 

MCF-7 26,63 26,80 25,46 

A2780 19,67 18,20 16,76 

HCT-116 18,38 14,18 14,87 

(Keser et al., 
2019) 

F
eu

il
le

s 

Extrait dans 
l’acétate 
d’éthyle 

XTT • Leucémie 
promyélocytaire HL-
60 

 

Lignée 

 IC50 (µg/mL) 

Après 
24hr 

Après 48hr 
Après 
72hr 

HL-60 288 252 192 

(Uyar et al., 
2014) 

P
la

n
te

 e
n

ti
èr

e 

Extrait 
méthanolique 
(1) fractionné 
dans l’hexane 
(2), l’eau (3) à 
son tour 
fractionné dans 
le butanol (4) 

MTT • Cancer du sein MCF-7 
 

L
ig

n
ée

 IC50 (µg/mL) avec une concentration de 
50µg/mL 

(1) (2) (3) (4) 

M
C

F
-7

 

Inactive Inactive Inactive 36,01 

(Achakzai et 
al., 2019) 
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F
ru

it
s 

et
 r

h
iz

o
m

es
 

Extrait 
éthanolique 
(80%) 

MTT • Adénocarcinome 
gastrique AGS 

• Carcinome canalaire du 
sein MCF7 

• Adénocarcinome 
colorectale SW742 

• Carcinome pulmonaire 
SKLC6 

• Mélanome A375 

• Hépatome du foie 
PLC/PRF/5 

• Culture cellulaire 
primaire de fibroblastes 
de prépuce fœtal HFFF  

 

Lignée  IC50 (µg/mL) 

AGS 25,37 

MCF7 51,34 

SW742 11,211 

SKLC6 46,408 

A375 21,373 

PLC/PRF/5 67,958 

HFFF 36,539 

(Sardari et 
al., 2009) 

N
o

n
-p

ré
ci

sé
 

 

Extrait 
méthanolique 

 

MTT • Lymphome de Burkitt 
RAJI  

• Leucémie myéloïde 
chronique K562 

• Cancer du col de 
l'utérus HeLa 

• Cancer du poumon Fen 

• La leucémie 
lymphoblastique aigüe 
T Jurkat 

 

Lignée 
 % d’inhibition à 

100 µg/mL 

Raji 0 

K562 50 

HeLa 10 

Fen 10 

Jurkat 0 

(Esmaeilbeig 
et al., 2015) 
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3.3.3. Effet antioxydant 

En plus des activités antibactériennes et anticancéreuses, plusieurs groupes ont 

également exploité les activités antioxydantes des extraits de R. ribes L. Les résultats sont 

présentés dans le Tableau 7.  

Divers chercheurs ont comparé les effets antioxydants des différentes parties de la plante 

(Çınar Ayan et al., 2021; Mohammed et al., 2019; Öztürk et al., 2007; Uyar et al., 2014; 

Yildirim et al., 2015). Les pouvoirs de piégeage des radicaux libres de DPPH• des extraits 

méthanoliques de rhizomes et de tiges de R. ribes L. ont été presque pareils dans une étude 

de Çınar Ayan et al., (2021). Cependant, l’extrait méthanolique de tiges était un meilleur 

piégeur des radicaux libres de DPPH• que l’extrait de rhizomes dans une étude effectuée 

par Öztürk et al., (2007). Toutefois, et contrairement à ce qui a été rapporté dans les deux 

études citées précédemment, les radicaux libres de DPPH• ont été mieux piégés par 

l’extrait méthanolique de rhizomes que l’extrait de tiges dans une étude faite par 

Mohammed et al., (2019). Tant qu’aux extraits préparés dans l’acétate d’éthyle, deux 

études ont montré que le pouvoir antioxydant de l’extrait de rhizomes est plus puissant 

que celui des tiges (Çınar Ayan et al., 2021; Uyar et al., 2014). D’autre part, les extraits 

méthanolique et chloroformique de rhizomes ont mieux piégé les radicaux superoxydes 

que les extraits de tiges (Öztürk et al., 2007). Les capacités de piégeage des radicaux 

ABTS+• et de suppression de H2O2 de l’extrait méthanolique des graines de R. ribes L. 

étaient plus élevées que celles de l’extrait méthanolique des fruits. Cependant, dans la 

même étude les radicaux OH• ont été mieux piégés par l’extrait de graines que l’extrait de 

fruits (Yildirim et al., 2015).  

Le Tableau 7 montre également que plusieurs chercheurs ont étudié l’influence de la 

variation du solvant d’extraction sur les activités antioxydantes des extraits de R. ribes L.. 

Les mêmes solvants d’extraction (méthanol, hexane et acétate d’ethyle) ont été testés 

dans deux études distinctes effectuées par Çınar Ayan et al., (2021) et Mohammed et al., 

(2019) sur les rhizomes de R. ribes L. Cependant, les résultats des deux études n’étaient 

pas similaires. Le pouvoir de piégeage des radicaux libres de DPPH• le plus élévé était 

celui de l’extrait préparé dans l’acétate d’ethyle dans l’étude de Çınar Ayan et al., (2021), 

contrairement aux travaux de Mohammed et al., (2019), où l’extrait méthanolique de 

rhizomes a mieux piégé les radicaux libres de DPPH•. 
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Une comparaison des pouvoirs antioxydants des extraits de rhizomes préparés dans un 

autre groupe de solvants a été également effectué par Alkaya et al., (2019), où l’extrait 

hydroalcoolique (ethanol : eau) a prouvé avoir le meilleur pouvoir de piégeage des 

radicaux libres de DPPH•, quelle que soit la méthode d'extraction utilisée.   

En passant aux extractions des tiges de R. ribes L., il est remarquable que l’extrait 

méthanolique des tiges était le meilleur piégeur des radicaux libres de DPPH• dans 

diverses études (Çınar Ayan et al., 2021; Mohammed et al., 2019; Öztürk et al., 2007), sauf 

dans le cas des  travaux effectués par Keser et al., (2019), où le pouvoir antioxydant le plus 

élevé était celui de l’extrait éthanolique de tiges.  

Diverses études ont comparé l’effet de la méthode d’extraction sur les pouvoirs 

antioxydants des extraits testés (Alkaya et al., 2019; Noori et al., 2022). En effet, il est 

notable dans l’étude effectuée par Noori et al., (2022), qu’il n’existe pas une grande 

différence entre les pouvoirs de piégeage des radicaux libres de DPPH• des extraits 

provenant d’une simple macération, d’un bain ultrasonique ou du Soxhlet. Cependant, des 

différences entre les pouvoirs antioxydants des extraits de R. ribes dans l’étude faite par 

Alkaya et al., (2019), ont été observées, où les échantillons extraits par microondes ont 

mieux piégé les radicaux libres de DPPH• et ceux extraits par agitation orbitale ont 

enregistré les meilleurs pouvoirs de réduction d’ions ferriques (FRAP) (Alkaya et al., 

2019). 
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Tableau 7- Etudes sur les activités antioxydantes des différentes parties du Rheum ribes L. 

 

Type d’extrait Méthode expérimentale Résultats Références 

R
h

iz
o

m
es

 

Extrait dans l’acétate d’éthyle • Piégeage des radicaux DPPH• 

 IC50 (µg/mL ) 

Capacité de 
piégeage 
maximale 

(µg/mL ) 

Extrait de 
rhizomes 

10,92 96,67 

 

(Uyar et al., 
2014) 

Extrait méthanolique (1), 
dans l’hexane (2), et dans 
l’acétate d’éthyle (3) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

  
 IC50 (µg/mL ) 

(1) (2) (3) 

Extrait de 
rhizomes 

187,52 218,7 137,77 

 

(Çınar Ayan 
et al., 2021) 

Extrait méthanolique (1), 
dans l’hexane (2) et dans 
l’acétate d’éthyle (3) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 
Type 

d’extrait 
IC50 (µg/mL) 

(1) 96,7 

(2) 7483,33 

(3) 125,03 

 

(Mohamme
d et al., 
2019) 
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Extrait méthanolique 50% 
(1) et éthanolique70 % (2), 
dans l’acétonitrile 80% (3), et 
dans l’éther de pétrole (4) 
selon trois méthodes 
d’extraction : 

• Ultrasons [U] 

• Soxhlet [S] 

• Microondes [M] 

• Agitateur orbital [O] 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

• FRAP (Réducteur ferrique)  

Les deux exprimé en TEAC/mL 
(Trolox Equivalent Antioxydant 
Capacity) E

xt
ra

it
 DPPH  FRAP 

U S M O U S M O 

1 17,8 13,9 20,6 22,2 46,5 26,9 20,7 58,2 

2 21,8 21,7 28,9 24,7 62,3 31,9 29,6 62,7 

3 13,3 12,1 15,3 10,8 34,7 24,8 19,9 50,4 

4  8,88    2,84   

 

(Alkaya et 
al., 2019) 

Extrait éthanolique préparé 
par 3 méthodes d’extraction : 

Soxhlet (1), macération (2), 
et ultrasons (3) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

 
 IC50 (µg/mL) 

(1) (2) (3) 

Extrait de 
rhizomes 

16 14 14 

 

(Noori et al., 
2022) 

Extrait hydroalcoolique 
(MeOH :  H2O) 

• Piégeage des radicaux DPPH• IC50 = 76 µg/mL (Zahedi et 
al., 2015) 

Extrait aqueux (1) et 
éthanolique (2) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 
 IC50 (µg/mL) 

(1) 25,62 

(2) 4,73 

 

(Abdulla et 
al., 2014) 
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Extrait dans le méthanol (1) 
et dans le chloroforme (2) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

• Piégeage des radicaux 

superoxyde 

• Activités de chélation des métaux 

Type 
d’extrait 

(%) 

Piégeage de 
DPPH• à 

100µg/mL 

Chélation 
des métaux 
à 50µg/mL 

Piégeage 
des radicaux 
superoxides 
à 50µg/mL 

(1) 60,60 25,00 61,65 

(2) 50,87 15,18 57,39 

 

(Öztürk et 
al., 2007) 

T
ig

es
 

 

Extrait aqueux (1), 
éthanolique (2), et 
méthanolique (3) 

• Piégeage des radicaux ABTS+• 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

• Piégeage des radicaux OH• 

Type 
d’extrait 

Capacité de piégeage à 500 µg/mL 

(%) 

ABTS+• DPPH• OH• 

(1) 99,27 93,49 83,11 

(2) 99,91 94,21 81,42 

(3) 95,32 93,78 80,49 

 

(Keser et al., 
2019) 

Extrait méthanolique (1), 
dans l’hexane (2), et dans 
l’acétate d’éthyle (3) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

  
 IC50 (µg/mL) 

(1) (2) (3) 

Extrait de 
tiges 

186,55 448,13 238,25 

 

(Çınar Ayan 
et al., 2021) 
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Extrait aqueux • TBARS (peroxydation lipidique) 

•  Piégeage des radicaux DPPH• 

• Piégeage des radicaux 

superoxyde 

• Activités de chélation des métaux 
 

TBARS à 

1000 
µg/mL 

 

Piégeage 
de DPPH• 

à 150 
µg/mL 

(Capacité 
maximale) 

 

Piégeage 
des 

radicaux 

superoxy
des à 500 

µg/mL 

 

chélation 
des 

métaux à 
150 

µg/mL 

 

(%) 

Extrait  66 83,9 31,21 14,55 

 

(Emen 
Tanrikut et 
al., 2013) 

Extrait dans le méthanol (1) 
et dans le chloroforme (2) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 

• Piégeage des radicaux 

superoxyde 

• Activités de chélation des métaux 

Type 
d’extrait 

(%) 

Piégeage de 
DPPH• à 

100µg/mL 

Chélation 
des métaux 
à 50µg/mL 

Piégeage des 
radicaux 

superoxides 
à 50µg/mL 

(1) 87,07 93,71 30 

(2) < 30 50 30 

 

(Öztürk et 
al., 2007) 
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Extrait méthanolique (1), 
dans l’hexane (2) et dans 
l’acétate d’éthyle (3) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 
Type 

d’extrait 
IC50 (µg/mL) 

(1) 19115,01 

(2) 48229,05 

(3) 19948,33 

 

(Mohamme
d et al., 
2019) 

F
eu

il
le

s 

Extrait dans l’acétate d’éthyle • Piégeage des radicaux DPPH•  

IC50 (µg/mL) 

Capacité de 
piégeage 
maximale 

(µg/mL) 

Extrait de feuilles 206,28 80,34 

 

(Uyar et al., 
2014) 

F
ru

it
s 

Extrait méthanolique • CUPRAC (capacité antioxydante 
totale) 

• Piégeage des radicaux ABTS+• 

• Activité de suppression du H2O2 

• Piégeage des radicaux OH• 

 

CUPRAC 
mM/g 
(acide 

gallique) 

Piégeage 
des 

radicaux 
ABTS+• 

à 50 
mg/mL 

Suppressi
on du 
H2O2 à 

5mg/mL 

Piégeage 
des 

radicaux 
OH• à 

5mg/mL 

Extrait du 
fruit 

2,44 78 % 57,87 % 49 % 

 

(Yildirim et 
al., 2015) 
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G
ra

in
es

 

Extrait méthanolique • CUPRAC (capacité antioxydante 
totale) 

• Piégeage des radicaux ABTS+• 

• Activité de suppression du H2O2 

• Piégeage des radicaux OH• 

 

CUPRAC 
mM/g 
(acide 

gallique) 

Piégeage 
des 

radicaux 
ABTS+• 

à 50 
mg/mL 

Suppressi
on du 
H2O2 à 

5mg/mL 

Piégeage 
des 

radicaux 
OH• à 

5mg/mL 

Extrait 
des 

graines 
5,30 15 % 33,33 % 80 % 

 

(Yildirim et 
al., 2015) 

F
le

u
rs

 

Extrait méthanolique • Piégeage des radicaux DPPH• 

 
Capacité de piégeage de DPPH• à 300 ppm 

(%) 

Extrait de 
fleur 

89 

 

(Shahi et al., 
2016) 

Extraction de l’huile essentiel 
(1) et extraction dans de n-
hexane (99%) (2) 

• Piégeage des radicaux DPPH• 
Type 

d’extrait 
IC50 (µg/mL) 

(1) 565 

(2) 325 

 

(Amiri et al., 
2015) 
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3.3.4. Autres effets thérapeutiques  

En plus des activités biologiques déjà mentionnées, les extraits de Rheum ribes L. ont 

montré dans plusieurs études des effets thérapeutiques divers.  

Au niveau de l’effet hypoglycémiant, une étude in vitro sur des cellules pancréatiques 

MIN6, a montré que l’extrait aqueux des rhizomes de Rheum ribes L. stimule la sécrétion 

de l’insuline (Kasabri et al., 2012). L’extrait aqueux de rhizomes de R. ribes L. a également 

réussi dans une étude in vivo à réduire le taux de glucose sanguin (Naqishbandi et al., 

2009), de cholestérol, de triglycérides, d'urée et de créatinine, et à rétablir les structures 

rénales endommagées chez des rats diabétiques (Hamzeh et al., 2014). Plusieurs autres 

études ont pareillement confirmé le pouvoir hypoglycémiant des extraits de rhizomes de 

Rheum ribes L. (Adham and Naqishbandi, 2015; Meydan et al., 2022; Ozbek et al., 2004; 

Raafat et al., 2014). 

D’autres études ont montré que la Rheum ribes L. a des effets thérapeutiques potentiels 

pour le traitement des maladies neurologiques. En effet, Zahedi et al., (2015), ont montré 

par une étude in vivo que les rhizomes de R. ribes L. peuvent nettement éviter les troubles 

de la mémoire et qu’ils présentent des effets thérapeutiques potentiels pour les maladies 

neurologiques, telles que la maladie d'Alzheimer. Des études cliniques prospectives à 

double aveugle ont également montré que les extraits hydroalcooliques des tiges de 

R.ribes L. présentent des effets thérapeutiques sur divers problèmes psychiques comme 

l’anxiété, les troubles dépressifs majeurs (Sayyah et al., 2009), et le trouble obsessionnel 

compulsif (OCD) (Sayyah et al., 2011).  

Une étude in vivo sur des extraits de feuilles de Rheum ribes L. a montré que ceux-ci ont 

des effets thérapeutiques sur l’ulcère gastrique qui est une maladie digestive (Sindhu et 

al., 2010). En plus, une autre étude cliniques a montré que les extraits aqueux de fruits de 

R.ribes L. traite la diarrhée dysentérique chez les enfants (Khiveh et al., 2017).  
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4. La technologie de la Détente Instantanée Contrôlée (DIC) 

La technologie de la "Détente Instantanée Contrôlée (DIC)" est un traitement hydro-

thermo-mécanique qui a été initialement initiées à partir des notions théoriques 

d’expansion menées par Professeur K. ALLAF en 1989. En effet, le principe du traitement 

par DIC est fondé sur la thermodynamique de l’instantanéité et du phénomène 

d’autovaporisation couplé aux changements de nombreuses matrices biologiques à usage 

pharmaceutique, cosmétique, alimentaire, etc. Jusqu’à présent, plusieurs brevets ont été 

déposés (Allaf et al., 1997, 1993, 1992) mettant ainsi en œuvre la définition et les 

applications de cette technologie hautement innovante.  

En plus de ces trois brevets, des centaines d’études expérimentales soulignant l’efficacité 

de cette technologie ont été publiées jusqu’à présent. En effet, divers domaines d’activités 

ont été inclus dans le spectre de potentialité de la technologie DIC : le séchage et la 

texturation des produits végétaux, notamment des fruits (Alonzo-Macías et al., 2013; Gao 

et al., 2006; Iguedjtal et al., 2008; Li et al., 2019, 2021, 2020; Mounir et al., 2011; 

Setyopratomo et al., 2012), des légumes (Albitar et al., 2011; Iguedjtal et al., 2008; Louka 

et al., 2004; Louka and Allaf, 2004; Nguyen et al., 2014; Peng et al., 2018; Sahyoun et al., 

2016, 2016; Téllez-Pérez et al., 2012) et des céréales (Allaf and Allaf, 2016; Chakraborty 

et al., 2019; Maache-Rezzoug et al., 2010, 2008; Pilatowski et al., 2010; Zarguili et al., 

2006). Le séchage des aliments d'origine animale a été également effectué, comme par 

exemple le lait écrémé (Mounir et al., 2010), le blanc de poulet (Mounir, 2015), le saumon 

atlantique et le thon (Haddad et al., 2004) ainsi que la crevette (Mounir et al., 2020).  

En plus du séchage des aliments, la technologie DIC a été également employée dans 

l’optimisation de l’extraction de molécules actives d'origine végétale, qui gagnent de plus 

en plus de l’importance dans l’industrie pharmaceutique (les composées phénoliques, les 

huiles essentiels, etc. ) et alimentaire (les huiles végétales) au détriment des molécules 

chimiques synthétiques (Perveen and Al-Taweel, 2019). Cependant, l'extraction des 

molécules actives des plantes est souvent caractérisée par de faibles rendements et des 

cinétiques d'extraction trop longues. Ainsi, de nouvelles technologies capables 

d'améliorer l'extraction ont été mises en œuvre (Pech-Almeida et al., 2021). À cet égard, 

la technologie de DIC, un process vert et durable (Pech-Almeida et al., 2021), s'est avérée 
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être un outil clé pour intensifier l'extraction des molécules actives des matières végétales 

en augmentant le rendement et en améliorant la qualité de l'extrait. 

En effet, la DIC est un traitement qui intensifie considérablement les interactions solide-

fluide grâce à son effet sur l’augmentation de la porosité de la matrice solide. En d’autres 

termes, les modifications de la texture produites suite au traitement par DIC se traduisent 

par une augmentation de la diffusivité des solvants au sein de la matrice solide (Mounir 

et al., 2014).  

Diverses études ont souligné l’effet du traitement par DIC sur le rendement d’extraction 

des molécules bioactives, notamment des polyphénols. Sánchez-Valdepeñas et al., (2015), 

ont traité par DIC la poudre de rafle de raisin. Les résultats ont indiqué que le traitement 

par DIC a augmenté la disponibilité des acides phénoliques (acide gallique, caféique et 

ellagique), d’un flavonoïde (la quercétine) et d’un stilbène (la resvératrol). Les résultats 

d’une autre étude ont montré que le traitement par DIC a permis d'augmenter les 

quantités extraites de composés phénoliques à partir des sous-produits d'orange, en 

particulier l'hespéridine et la rutine (Louati et al., 2019). En plus, le traitement par DIC 

des grains de café vert (Kamal and Allaf, 2013), des feuilles d’olive (Mkaouar et al., 2015) 

et du sumac (Elaydi et al., 2014) a permis d’augmenter le contenu phénolique total par 

rapport à la matière première non traitée. 

5. Conclusion  

La première partie de ce chapitre est un bref rappel des polyphénols naturels et de leurs 

sous groups classés selon leur structure en deux familles de composés : les flavonoïdes et 

les non flavonoïdes. La deuxième partie est consacrée à la présentation des activités 

biologiques des composés phénoliques bruts, plus particulièrement ceux qui ont été 

détectés dans les extraits de la plante de R. ribes L.  

Cette deuxième partie de bibliographie est suivie par une description botanique de la 

plante de R. ribes L. et des activités biologiques de ses différentes parties. En effet, des 

dizaines d'études dans plusieurs pays se sont concentrées sur les rhizomes de Rheum 

ribes L. comme étant une riche source de molécules bioactives à effets thérapeutiques. 

Dans la plupart des cas, il s'agissait d'études comparatives : soit en comparant le contenu 

phénolique des rhizomes dans différents solvants organiques, soit en comparant le 

contenu phénolique des différentes parties de la même plante (rhizomes, tige, feuilles, 
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etc.) extraites dans différents solvants. La dernière partie de ce chapitre présente un 

aperçu des principales applications de la DIC dans divers domaines et de son potentiel 

comme une technologie prometteuse de texturation.
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1. Introduction 

Ce chapitre décrit les dispositifs et les méthodes expérimentaux de l’étude, comprenant 

les étapes de préparation des divers extraits de rhizomes, le traitement par la technologie 

DIC, les méthodes du criblage photochimique des extraits, l’appareillage de détection et 

de quantification (HPLC-UV et UHPLC-MS) des molécules d’intérêt recherchées, ainsi que 

les protocoles expérimentaux adoptés pour l’évaluation des activités biologiques des 

extraits de rhizomes de R. ribes L. Ce chapitre présente également une explication 

détaillée des plans d’expériences et des méthodes statistiques utilisées pour le traitement 

des données y provenant. 

2. Matériel 

2.1.  Matière première  

2.1.1. Matière première de l’étude 

Les lots de rhizomes de R. ribes L. ont été collectés dans la région de Chouf, Mont Liban 

(Liban), à une altitude de 1140 mètres. Tous les lots de rhizomes ont été bien nettoyés à 

sec afin de supprimer les débris de sol et la poussière. Par la suite, ils ont été étalés sur 

une planche dans un environnement sombre et sec jusqu’au moment de leur traitement 

par DIC. 

2.1.2. Détermination botanique de la plante 

La plante de Rheum ribes L. a été identifiée par le Docteur botaniste Hélène Rizk 

(Université Libanaise, faculté des sciences agronomiques et de médecine vétérinaire). A 

l’issu de l’identification botanique, un spécimen (numéro de référence P13.17/3) a été 

déposé à l'Herbarium « Georges et Henriette Tohme », situé à l’Université Libanaise, 

faculté des sciences, Hadat. 

2.1.3. Détermination de la teneur en eau initiale  

Toute matière est composée d’une fraction aqueuse et d’une fraction sèche, aussi définie 

comme la matière sèche (MS). La teneur en eau (W) d’un produit est définie comme le 

rapport de la masse de la fraction eau (me) par rapport à la masse de la fraction sèche 

(mMs) (1).  
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𝑊 =
𝑚𝑒

𝑚𝑀𝑆
 (1) 

La teneur en eau des rhizomes de Rheum ribes L. a été déterminée sur quatre lots de trois 

grammes. Ces derniers ont été séchés dans une étuve à 105°C pendant 24 heures. La 

masse perdue durant le séchage représente « me » et la masse résiduelle représente 

« mMS». 

2.1.4. Préparations préliminaires de la matière première  

Dans notre étude on a adopté quatre plans d’expériences (DoE pour Design of 

Experiments). Pour le premier plan d’expériences (DoE 1), les rhizomes de R. ribes L. ont 

été coupés en rondelles de 5-7 mm d’épaisseur à l’aide d’un scieur électrique de bois avant 

qu’ils soient traités par DIC (Figure 11-A).  

Cependant, pour le reste des plans d’expériences (DoE2 à DoE4) les rhizomes ont d'abord 

été broyés par Grindomix, un broyeur mécanique Retch (Haan, Allemagne), puis tamisés. 

Les particules ayant un diamètre compris entre 0,4 et 2 mm ont été finalement retenues 

(Figure 11-B).  

Nous avons pris soin de réaliser le broyage des rhizomes uniquement la veille de leur 

traitement par DIC. En effet une augmentation de la surface de contact de la matière 

première avec l’oxygène peut entraîner des risques d’oxydation des molécules d’intérêt. 

Ainsi, afin de limiter ces derniers, nous avons réalisé l’opération de broyage des matrices 

au plus près, temporellement, de la réalisation du traitement par DIC. 

(A) (B) 

  

Figure 11- Les rhizomes de R. ribes L. coupés en des rondelles (A) et broyés en fine poudre (B) 
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Dans le cadre du DoE 3, nous avons souhaité étudier l’impact de la teneur en eau initiale 

de la matière première. La variation de ce paramètre a été réalisée en pulvérisant de l’eau 

sur la poudre de rhizomes, jusqu’à atteindre les taux d’humidité désirés. 

2.2. Réactifs, solvants et standards chimiques 

2.2.1. Criblage phytochimique et activité antioxydante  

Le réactif de Folin Ciocalteu, le chlorure d'aluminium, le carbonate de sodium et les 

étalons de quercétine, d’acide gallique et d’acide L-ascorbique ont tous été obtenus auprès 

de Sigma-Aldrich Co. (Schnelldorf, Allemagne). Le méthanol de qualité analytique et 

l'éthanol absolu ont été achetés auprès de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, France). Le 

2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH) a été acquis auprès du groupe Merck (Fontenay 

sous Bois, France). 

2.2.2. Tests de sensibilité aux antimicrobiens 

Deux souches bactériennes d’Escherichia coli (ATCC® 25922) et de Staphylococcus aureus 

(ATCC® 25923) de la marque « Kwik-Stik » ont été achetées de ATCC. Les milieux de 

cultures gelosés Macconkey (Scharlau, LOT 108944), Chapman (Liofilchem LOT 

032321501) et Mueller Hinton (Liofilchem LOT 061721502) ont été achetés auprès de 

Biodiagnostic, Liban. Le bouillon de Mueller Hinton (Oxoid LOT 1613063) nous a été 

fourni par l’institut libanais de recherche agronomique (LARI, Liban). 

2.2.3. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC-UV) et ultra haute 

performance (UHPLC-MS) 

Les molécules standards d’émodine, d’aloe-émodine, de chrysophanol, de physcion, de 

rhaponticine et de Kaempferol ont été fournies par Merck (Darmstadt, Allemagne). 

L’acétonitrile, le méthanol et l’hexane de qualité HPLC ont été obtenus auprès de Carlo 

Erba Reagents (Val-de-Reuil, France). L’acide acétique (>99,8 %) a été acquis auprès de 

Sigma-Aldrich Co. (Schnelldorf, Allemagne). 

2.2.4. Culture cellulaire 

Le milieu de culture DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (GIBCO, riche en glucose 

et sans glutamate), le supplément de croissance cellulaire FBS (Fœtal Bovine Serum) et la 

trypsine ont été tous fournis par Dutscher, France. Le solvant de solubilisation DMSO 
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(diméthylsulfoxyde) et le sel de tetrazolium (MTT) ont été obtenus auprès de Sigma-

Aldrich. La lignée cellulaire A2058 (ATCC® CRL-11147) a été fournie par LGC Promochem, 

France.  

3. Méthodes expérimentales 

3.1. La technologie de la Détente Instantanée Contrôlée (DIC) 

3.1.1. Présentation de l’équipement de la Détente Instantanée Contrôlée  

Allaf et al., (1992), ont défini entièrement le dispositif expérimental de la technologie DIC 

et ont largement décrit la machine adéquate. Cette dernière est principalement composée 

de plusieurs éléments, comme le montre la Figure 12 :  

➢ Une chambre de traitement (1), où la matière première est placée pour être traitée 

➢ Un système de vide composé : 

1. D’un réservoir à vide d’un volume 10 fois supérieur à celui de la chambre de 

traitement doublé d'une enveloppe de refroidissement (3) (Allaf et al., 2011) 

2. D’une pompe à vide pour le maintien de la basse pression dans le réservoir à 

vide (5 kPa) (4)  

3. D’une vanne pneumatique à ouverture instantanée de grande section séparant 

la chambre de traitement du système de vide (2).  

 

Figure 12- Schéma de la DIC  
(1) Chambre de traitement ; (2) Vanne pneumatique ; (3) Réservoir à vide ; (4) Pompe à vide ; (5) 

SAS ; (6) Piège à condensats ; (7) Chaudière ; (8) Compresseur d'air (Abi  Aad et al., 2022) 
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3.1.2. Le principe de fonctionnement de la Détente Instantanée Contrôlée DIC 

Les différentes étapes qui se déroulent dans la chambre de traitement au cours d'un 

traitement par DIC typique sont présentées dans la Figure 13. 

 

Figure 13- Les différentes étapes thermodynamiques d’un traitement DIC 
(Jablaoui, 2018) 

➢ Etape A : Tout d'abord la matière traitée est placée dans la chambre de traitement.  

➢ Etape B : Une chute de pression initiale vers le vide est créée dans le but d’expulser 

l'air de la chambre de traitement agissant comme un isolant entre la vapeur 

saturée et la matière à traiter.  

➢ Étape C : La vapeur saturée à haute pression est injectée. En se basant sur 

l’équation d’Antoine pour l’eau pure on peut affirmer que l’augmentation de la 

pression de vapeur est couplée d’une augmentation de la température au sein de 

la chambre de traitement. Cette étape implique la condensation de la vapeur sur la 

surface froide de la matière première. Donc il s’agit principalement d’un chauffage 

à la vapeur d’eau saturée pour une courte durée. Le coefficient de transfert 

thermique de l’air (convection naturelle), de la vapeur surchauffée, de l’huile, et de 

l’eau chaude (convection forcée) est compris entre 5 et 6000 W.m-2.K-1. Cependant, 

pour la vapeur saturée en condensation, le coefficient de transfert thermique est 

compris entre 6000 et 120 000 W.m-2.K-1. C’est la chaleur latente libérée lorsque la 

vapeur se condense sur les parois froides de la matière traitée qui entraine un 
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chauffage bien plus rapide et nettement plus instantané que dans le cas du 

chauffage à l’eau chaude. À la suite de l’injection de la vapeur saturée, les particules 

traitées sont soumises à deux types de transferts : le transfert de masse de l’eau 

condensée et le transfert de la chaleur provenant de la vapeur saturée. 

➢ Etape D : L'injection de vapeur saturée est maintenue pendant une certaine 

période afin de garantir un niveau relativement uniforme de température et 

d'humidité au sein de la matrice traitée, sachant que la diffusion effective (Deff) de 

la chaleur crée par la vapeur d’eau (10-6m2.s-1) est plus rapide que la diffusion de 

l’eau condensée (10-10 m2.s-1) dans le milieu poreux traité (Mounir et al., 2011). 

➢ Etape E : Le plateau haute pression/haute température est ensuite suivi d'une 

brusque chute de pression vers le vide (5 kPa). La matière traitée, comme tout 

corps chauffé puis refroidi, cherche à atteindre son équilibre thermique selon les 

lois classiques de transfert de chaleur. Cependant, l’instantanéité du phénomène 

de chute de pression (la phase E qui dure moins que 2 ms), ne permet pas 

l’application des lois de la thermodynamique conventionnelle ce qui aboutit à 

atteindre l’équilibre thermique par évaporation de l’eau contenue dans le produit, 

contrairement à l’évaporation classique qui se produit grâce à une source de 

chaleur externe (par exemple les rayons solaires, une étuve de séchage, etc…). C’est 

le phénomène d’autovaporisation où la quantité de chaleur nécessaire pour 

l’évaporation de l’eau et le refroidissement du système est fournie par la matière 

traitée elle-même. Le produit alors revient instantanément à sa température 

d’équilibre inversement à un produit chauffé d’une manière conventionnelle qui 

met plusieurs minutes voire plusieurs heures pour se refroidir et atteindre son 

équilibre thermique.  

Le phénomène d’autovaporisation présente alors deux avantages. En premier temps, 

il contribue à la modification des caractéristiques structurelles (porosité et surface 

spécifique) et par conséquent à l’amélioration de la diffusivité et de la perméabilité au 

sein de la matière traitée (Figure 14) (Allaf et al., 2011). En plus du premier avantage, 

l’autovaporisation est responsable de la conservation de la qualité de certaines 

molécules actives et thermosensibles grâce au refroidissement rapide de la matière 

traitée (Berka-Zougali et al., 2010), à titre d’exemple les oligosaccharides (Ben Amor 

et al., 2008) et les flavonoïdes (Ben Amor and Allaf, 2009), etc.  
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➢ Etape F : La chambre de traitement est soumise au vide total initialement 

créé dans le réservoir à vide. 

➢ Etape G : retour à la pression atmosphérique et ouverture de la chambre de 

traitement pour la récupération de l’échantillon traité. 

 

 

Figure 14- Modification des caractéristiques structurelles de la matière traitée par DIC 

3.2. La méthodologie des plans d’expériences 

La méthode des plans d’expériences existe pour répondre aux problèmes d’optimisation. 

Elle est adoptée surtout dans le domaine industriel où on cherche à prendre des décisions 

en un minimum de temps et en se basant sur l’expérience. Cette méthode cherche à ne 

faire que les expériences pertinentes, pour en tirer le maximum de renseignements. En 

d’autres termes, il s’agit simplement de sélectionner et d’aborder uniquement les essais 

qui seront suffisants pour informer l’expérimentateur sur l’effet de la variation des 

paramètres expérimentaux sur les variables réponses. Cela permet par la suite d’établir 

des lois empiriques en réponse aux résultats observés.  
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3.2.1. Plan d’expériences central composite  

Plusieurs types de plans d’expériences existent et le choix d’application de l’un ou de 

l’autre dépend des objectifs que l’expérimentateur vise. Dans notre étude, nous avons 

adopté les plans centraux composites dont le but est d’étudier des relations de premier et 

de deuxième ordre (linéaire et quadratique respectivement), entre les paramètres 

expérimentaux et les variables dépendantes (ou variables réponses). En effet, nous 

appelons paramètre expérimental tout facteur, d’ordre qualitatif ou quantitatif, ayant le 

pouvoir d’influencer la variable réponse (Issaadi-Hamitouche, 2016).  

Chaque facteur est limité dans une marge de valeurs précisées par l’expérimentateur et 

par conséquent, chaque facteur présente différents niveaux (Goupy and Creighton, 2006). 

Dans un plan d’expériences, la combinaison des niveaux des différents paramètres 

expérimentaux est appelée « traitement ou essai », dont la quantité dépend du nombre de 

facteurs sélectionnés. Plus précisément, dans un plan central composite, chaque 

paramètre présente 5 niveaux (-α, -1, 0, +1, +α). La Figure 15 montre la combinaison des 

niveaux qui donne trois types d’essais :  

• Les points factoriels (dont le nombre dépend du nombre de paramètres, et si k est 

le nombre de paramètres alors ces points sont au nombre de 2k) : il s’agit des 

niveaux (-1) et (+1). 

• Les points axiaux (dont le nombre dépend aussi du nombre de paramètres, et si k 

est le nombre de paramètres, alors ces points sont au nombre de 2*k) : il s’agit des 

niveaux +α et -α. 

• Les points centraux : il s’agit des répétitions du niveau 0 dont le nombre dépend 

du choix de l’expérimentateur. 



Chapitre II– Matériel et méthodes expérimentales 

 

68 

 

Figure 15- Représentation d’un plan central composite à deux variables 

3.2.2. Outils analytiques et statistiques des plans d’expériences  

3.2.2.1 Diagramme de Pareto pour les effets standards 

Les effets des interactions linéaire et quadratique des paramètres expérimentaux sur les 

variables de réponse sont représentés graphiquement par le diagramme de Pareto. Les 

paramètres sont classés selon l’ordre décroissant de leur effet sur la variable dépendante 

en question. La longueur des barres est proportionnelle à l’intensité de l’effet de la 

variable indépendante sur la réponse : effet du facteur B>A>D>E (Figure 16). Seules les 

barres qui dépassent la ligne verticale en rouge (correspondant à un niveau de fiabilité de 

95%) indiquent un niveau de variation statistiquement significative. 

 

Figure 16- Diagramme de Pareto pour les effets standards 
 (Antony, 2014a) 
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3.2.2.2 Tracé des effets principaux 

Le tracé des effets principaux est un graphique des valeurs de réponse moyennes à chaque 

niveau d'une variable indépendante. Ce type de graphique sert à déterminer le signe de la 

corrélation qui existe entre une certaine réponse et un paramètre expérimental. Si l'effet 

d'une variable est positif, cela implique que la réponse moyenne est plus élevée à un 

niveau élevé plutôt qu'à un niveau bas du paramétrage. En revanche, si l'effet est négatif, 

cela signifie que la réponse moyenne au réglage bas du paramètre est supérieure à celle 

au niveau haut (Antony, 2014b).  

3.2.2.3 Méthode de surface de réponse 

Une réponse correspond à chaque point du domaine d’étude et à l’ensemble de tous les 

points correspond un ensemble de réponses, qui se localise sur une surface dite « la 

surface de réponse » (Figure 17).  

 

Figure 17- L’ensemble des réponses aux points du domaine d’étude qui forme la surface de 
réponse 

(Goupy and Creighton, 2006) 

De la Méthode de Surface de Réponse (MSR) résulte une équation polynomiale du second 

degré (2), qui quantifie les effets individuels, l’interaction et les effets quadratiques des 

paramètres expérimentaux et qui sert à optimiser les paramètres opératoires. Les valeurs 

des différentes variables de réponse ont été traitées statistiquement par Statgraphics 

Centurion XV (version 15.2.06). 
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𝑌 =  𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2 + 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗  + 𝜀 

2

𝑖= 1

 

2

𝑖= 1

 (2)  

Où Y = réponse ; β0, βi, βii et βij = coefficients de régression ; Xi et Xj = paramètres 

expérimentaux et ε = erreur expérimentale. 

3.2.3. Plan d’expériences dans le traitement et l’extraction des molécules 

bioactives des rhizomes de Rheum ribes L.  

Le choix du nombre de paramètres opératoires du traitement par DIC est d’une 

importance cruciale. En se basant sur les études antérieures et l’expérience de l’équipe de 

recherche, nous avons réalisé le DoE 1 comme un essai préliminaire. Le but était d’évaluer 

l’impact du traitement sur les rhizomes et, par la suite, de confirmer les principaux 

paramètres opératoires des essais à venir.  

Dans le cadre de notre étude, nous avons adopté quatre plans d’expériences. Le premier, 

le deuxième et le quatrième plan d’expériences (DOE 1, 2 et 4) étaient à deux paramètres 

expérimentaux : la pression de vapeur saturée et le temps de traitement (Tableau 8, 

Tableau 10 et Tableau 14). Par conséquent, ces plans se composaient de 13 essais 

(Tableau 9, Tableau 11 et Tableau 15). En revanche, le troisième plan d’expériences 

était à trois paramètres expérimentaux : la teneur en eau W (g H2O/g MS), mais aussi les 

deux autres paramètres adoptés préalablement (Tableau 12). Ce plan a donc comporté 

22 essais expérimentaux (Tableau 13).  
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Tableau 8- Les niveaux des variables indépendantes de la DIC du DoE 1 

Niveau (valeurs codées) - α -1 0 +1 + α 

Pression de vapeur saturée (kPa) 300 360 500 640 700 

Temps de traitement (s) 20 29 50 71 80 

α (distance axiale) = √2𝐾4
, α = 1,414 pour k= 2      

 

 

 

 

 

Tableau 9- Les essais expérimentaux du DoE 1 

 Variables 

N° Pression de vapeur saturée 

(kPa) 

Temps de traitement  

(s) 

1,4,7,10 & 13 500 50 

2 700 50 

3 500 80 

5 640 71 

6 640 29 

8 360 29 

9 360 71 

11 300 50 

12 500 20 
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Tableau 10- Les niveaux des variables indépendantes de la DIC du DoE 2 

Niveau (valeurs codées) - α -1 0 +1 + α 

Pression de vapeur saturée (kPa) 200 260 400 540 600 

Temps de traitement (s) 10 14 25 36 40 

α (distance axiale) = √2𝐾4
, α = 1,414 pour k= 2      

 

 

 

 

 

Tableau 11- Les essais expérimentaux du DoE 2 

 Variables 

N° Pression de vapeur saturée 

(kPa) 

Temps de traitement  

(s) 

1,4,7,10 & 13 400 25 

2 600 25 

3 400 40 

5 540 36 

6 540 14 

8 260 14 

9 260 36 

11 200 25 

12 400 10 
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Tableau 12- Les niveaux des variables indépendantes de la DIC du DoE 3 

Niveau (valeurs codées) - α -1 0 +1 + α 

Pression de vapeur saturée (kPa) 100 260 225 540 350 

Temps de traitement (s) 10 14 20 36 30 

Teneur en eau de la matière (g H2O/g MS) 0,2 0,6 1,2 1,8 2,2 

α (distance axiale) = √2𝐾4
, α = 1,681 pour k= 3      

 

 

 

 

Tableau 13- Les essais expérimentaux du DoE 3 

 Variables 

N° Pression de vapeur 

saturée (kPa) 

Temps de traitement 

(s) 

Teneur en eau 

(g H2O/g MS) 

1,4,7,10, 13,16,19 et 

22 
225 20 1,20 

2 225 30 1,20 

3 225 20 2,20 

5 350 20 1,20 

6 100 20 1,20 

8 150 20 1,80 

9 150 14 0,61 

11 300 26 0,61 

12 300 14 1,80 

14 300 14 0,61 

15 150 14 1,80 

17 225 10 1,20 

18 300 26 1,80 

20 150 26 0,61 

21 225 20 0,20 
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Tableau 14- Les niveaux des variables indépendantes de la DIC du DoE 4 

Niveau (valeurs codées) - α -1 0 +1 + α 

Pression de vapeur saturée (kPa) 60 70 110 140 160 

Temps de traitement (s) 5 8 15 22 25 

α (distance axiale) = √2𝐾4
, α = 1,414 pour k= 2      

 

 

 

 

 

Tableau 15- Les essais expérimentaux du DoE 4 

 Variables 

N° Pression de vapeur saturée 

(kPa) 

Temps de traitement  

(s) 

1,4,7,10 & 13 110 15 

2 160 15 

3 110 25 

5 140 22 

6 140 8 

8 70 8 

9 70 22 

11 60 15 

12 110 5 
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La première étape d’un traitement par DIC consiste à placer l’échantillon à traiter dans un 

panier métallique perforé, qui a son tour sera installé dans la chambre de traitement 

(Figure 18). Dans notre cas, cette opération a été effectuée de 2 façons : quand les 

rhizomes étaient sous forme de rondelles, ils étaient directement déposés dans la 

chambre de traitement ; alors que les rhizomes broyés ont été emballés dans des filtres 

d’une épaisseur fine et perméable à la vapeur d’eau avant leur traitement.  

 

Figure 18- Photo du panier métallique perforé de la DIC 

3.3. Les méthodes de caractérisation de la matière et évaluation de 

l’impact de la DIC  

3.3.1. Étalonnage d’une solution aqueuse de rhizomes broyés de R . ribes L. 

Dans le but d’établir une relation entre l’indice de réfraction de la solution aqueuse de R. 

ribes L. et sa concentration en matière sèche, on a macéré 10 grammes de rhizomes dans 

de l’eau distillée pour une durée de 24 heures, puis grâce à un refractomètre ATAGO 

smart-1, on a mesuré l’indice de réfraction de la solution de macération. Un certain 

volume de cette dernière a par la suite été déposé dans une étuve de séchage à 105°C 

pendant 24 heures. Grâce à cette solution mère dont on a connu son indice de réfraction 

versus sa concentration en matières sèches, et à la suite de plusieurs dilutions, on a établi 

une courbe d’étalonnage de la solution de macération en triplicata (Figure 19). 
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Figure 19- Concentration en matières sèches (g/100mL) de la solution aqueuse de R. ribes L. en 
fonction de l'indice de réfraction (°Brix) 

3.3.2. Protocoles d’extractions de l’étude 

3.3.2.1 Extraction aqueuse 

Environ 10 grammes d’échantillons traités et non-traités par DIC (MP qui représente la 

matière première) ont subi une macération de 24 heures dans 100 mL d'eau distillée sous 

agitation magnétique constante et à température ambiante. Cette étape a été suivie d’une 

filtration sous vide à travers des papiers filtres Whatman n° 1 et d’une congélation à -18°C 

pendant 48 heures. Ensuite, la lyophilisation des différentes solutions congelées a été 

réalisée à -55 °C sous 7,9 Pa à l'aide d'un lyophilisateur Martin Christ- Alpha 1-2 LD plus 

(Harz, Allemagne). Les extraits lyophilisés ont été conservés dans des récipients en verre 

ambré, à température ambiante, jusqu'à leur utilisation. 

Pour le DoE 2, l’extraction a été combinée avec un suivi de la cinétique de réhydratation 

en triplicata de tous les échantillons, suivant des intervalles de temps et pour une durée 

qui couvre l’étape de la macération. Le but de cette cinétique de réhydratation est 

d’évaluer la variation de la quantité d’extrait diffusant de la racine vers l’eau selon la 

courbe d’étalonnage déjà établie 

3.3.2.2 Extraction alcoolique et hydroalcoolique 

Les extraits alcooliques et hydroalcooliques ont été préparés selon le même protocole que 

les extraits aqueux hormis la macération qui a eu lieu dans de l’éthanol absolu en 

extraction alcoolique et dans de l’éthanol 70% en extraction hydroalcoolique. L’éthanol a 

été ensuite évaporé grâce à un rotavapeur (à 25°C) connecté à une pompe à vide (100 
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mbar). Un volume d’eau distillée a été ajouté dans le ballon avant de passer à l’étape de 

congélation et de lyophilisation.  

3.3.3. Détermination de la teneur totale en polyphénol (TPC) 

3.3.3.1 Principe de la méthode  

Le test de Folin-Ciocalteu est l'un des tests les plus populaires pour l'analyse du contenu 

phénolique (Singleton et al., 1999). Le principe du dosage est basé sur une réaction de 

réduction du réactif de Folin–Ciocalteu (mélange d’acide phosphotungstique et d'acide 

phosphomolybdique). La réaction est effectuée dans un milieu alcalin et en présence de 

composés phénoliques entraînant la production de bleu de molybdène–tungstène, 

mesurable par spectrophotométrie, et dont l'intensité augmente linéairement avec la 

concentration phénolique dans le milieu réactionnel (Malta and Liu, 2014).  

3.3.3.2 Protocole adopté  

La mesure du contenu phénolique total des extraits traités et non-traités (MP) par DIC a 

été effectuée selon la méthode décrite par Wong et al., (2006), avec de légères 

modifications . Il s'agit de mélanger 100 µL de l’extrait (2 mg/mL) avec 500 µL du réactif 

de Folin Ciocalteu (10%). Ce mélange a été agité au vortex puis incubé dans l'obscurité à 

température ambiante pendant 5 min, avant l’ajout d’un volume de 2 mL de Na2CO3 (7%). 

Le mélange final a été de nouveau agité, puis incubé pendant 30 min dans l'obscurité. 

L'absorbance du mélange a ensuite été mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre UV-VIS 

Thermo Scientific-Helios Omega (Massachusetts, USA) à 750 nm contre un blanc composé 

de 100µL d’eau distillée, de 500 µL du réactif de Folin Ciocalteu (10%) et 2 mL de Na2CO3 

(7%). 

La détermination de la teneur en polyphénols totaux (mg EAG/ g d’extrait) a été faite selon 

une courbe étalon de l’acide gallique (gamme de concentrations de l’acide gallique = 

3,125-200 µg/mL) (Figure 20). Une courbe étalon a été construite avec chaque nouvel 

essai. La détermination de la teneur phénolique totale a été faite suivant l’équation (3). 

Toutes les déterminations ont été effectuées en triplicata.  

𝐸𝐴𝐺 =  
𝐶 ∗ 𝑉

𝑚
 (3) 

Où EAG = équivalent d’acide gallique (mg/g d’extrait)  
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C = Concentration d'acide gallique établie à partir de la courbe d'étalonnage (mg/mL)  

V = volume de l’extrait végétal (mL)  

m = masse de l’extrait végétal (g) 

 

Figure 20- Courbe d'étalonnage de l'acide gallique 

3.3.4. Détermination de la teneur totale en flavonoïdes (TFC)  

3.3.4.1 Principe de la méthode  

La méthode colorimétrique du chlorure d'aluminium est un moyen de dosage qui ne cible 

que les flavonoïdes, en particulier les flavonols et les flavones (ayant des groupement 

hydroxyles en position C3 et C5 ) qui forment avec le AlCL3 des complexes stables mesurés 

par spectrométrie (Tristantini and Amalia, 2019) (Figure 21). 

 

Figure 21- Formation d'un complexe stable de flavonoïde et chlorure d'aluminium  
(Mabry et al., 1970) 

3.3.4.2 Protocole adopté  

La mesure de la teneur totale en flavonoïdes des extraits de rhizome de R. ribes L. a été 

basée sur la méthode colorimétrique du chlorure d'aluminium telle que décrite par 

Chandra et al, (2014), en utilisant la quercétine pour tracer la courbe d'étalonnage 
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standard. Un volume de 0,6 mL d'extrait (0,5 mg/mL) a été mélangé avec le même volume 

de chlorure d'aluminium méthanolique (2%), puis le mélange a été incubé dans 

l'obscurité pour une heure, à température ambiante. Enfin, l'absorbance du mélange a été 

mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre UV-Vis à 420 nm contre un blanc. L'évaluation 

de la concentration en flavonoïdes (mg EQ/ g d’extrait) a impliqué une courbe étalon de 

la quercétine (gamme de concentrations de la quercétine = 1-40 µg/mL) (Figure 22).  

 

Figure 22- Courbe d'étalonnage de la quercétine 

Une courbe étalon a été construite avec chaque nouvel essai La détermination de la teneur 

totale en flavonoïdes a été faite suivant l’équation (4). Toutes les déterminations ont été 

effectuées en triplicata. 

𝐸𝑄 =  
𝐶 ∗ 𝑉

𝑚
 (4) 

Où EQ = équivalent de quercétine (mg/g d’extrait) 

C = Concentration de quercétine établie à partir de la courbe d'étalonnage (mg/mL) 

V = volume de l’extrait végétal (mL) 

m = masse de l’extrait végétal (g) 

3.3.5. Activité de piégeage des radicaux libres de DPPH 

3.3.5.1 Principe de la méthode  

L'un des tests colorimétriques les plus populaires pour estimer la capacité des extraits de 

plantes à piéger des radicaux libres est le test 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH). 

Cette méthode est précise, facile à mettre en œuvre, économique et est basée sur un 
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radical stable dans les solvants alcooliques (Gonçalves et al., 2018). En solution et à 

température ambiante, le réactif de DPPH est d’une couleur violette foncée, qui devient 

jaune pâle lorsque ses radicaux libres sont neutralisés soit par le transfert des atomes 

d’hydrogène provenant de l’extrait testé (Kedare and Singh, 2011) soit par le mécanisme 

de transfert d'électrons (single electron transfer), ou la combinaison des deux 

mécanismes (Liang and Kitts, 2014). 

3.3.5.2 Protocole adopté  

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de rhizomes de R. ribes L. a été réalisée 

en utilisant le test-DDPH comme décrit par Rammal et al., (2013). Des volumes égaux 

d'une solution de DPPH dissoute dans de l'éthanol absolu (0,15 mM) et différentes 

dilutions de chaque extrait testé (100 - 1000 µg/mL) ont été mélangés. Le mélange a été 

secoué vigoureusement et laissé au repos dans l'obscurité, à température ambiante. Après 

30 min, l'absorbance de la solution a été mesurée à 517 nm et l'activité antioxydante a été 

calculée à l'aide de l’équation (5) :  

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑖é𝑔𝑒𝑔𝑎𝑔𝑒 = (
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒 − 𝐴𝑏𝑠𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒
) ∗ 100 (5) 

Pour éliminer l’effet de la couleur de l’extrait, la même série de dilution pour chaque 

extrait a été préparée et mélangée avec de l’éthanol absolu afin de servir comme une série 

de blancs, tandis qu'un mélange de la solution de DPPH et d'eau distillée (1:1) v/v a servi 

comme contrôle négatif.  

Pour évaluer la capacité antioxydante des extraits de rhizomes, la concentration capable 

de piéger 50% du radical DPPH de chaque extrait a été calculée (IC50). Plus la IC50 est 

faible, plus l’effet antioxydant est puissant. L’acide L-ascorbique a été utilisé comme 

standard de référence avec une IC50 de 6,1 µg/mL (Figure 23). 
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Figure 23- Variation de l'activité de piégeage des radicaux libres de l'acide L-ascorbique en 
fonction de sa concentration 

3.3.6. Tests de sensibilité aux antimicrobiens  

Pour tester la sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits de rhizomes de 

R. ribes L., deux méthodes ont été employées : la méthode de macro-dilution en bouillon 

et la méthode de dilution en gélose.  

3.3.6.1 Choix des souches bactériennes 

Plusieurs groupes ont déjà évalué l’effet antibactérien des extraits de rhizomes de R. ribes 

L. sur diverses souches cliniques ou commercialisées de bactéries (Tableau 5). Dans 

notre étude, nous avons décidé de tester la sensibilité de E. coli et S. aureus aux extraits de 

rhizomes de R. ribes L.. L’un des critères de choix était la sélection d’une souche à gram 

positif et l’autre à gram négatif. Par ailleurs, S. aureus ATCC® 25923 et E. coli ATCC® 25922 

sont considérées comme des organismes de contrôle pour les tests de sensibilité aux 

antimicrobiens (Wiegand et al., 2008). 

3.3.6.2 Méthode de macro-dilution en bouillon 

Pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations 

minimales bactéricides (CMB) des extraits aqueux et alcooliques sur S. aureus et E. coli, la 

méthode de macro-dilution en bouillon (Figure 24) a été adoptée comme décrite par 

Wiegand et al., (2008).  
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Figure 24- Etapes de la macro-dilution en bouillon 

Dans un premier temps, des solutions mères des extraits aqueux d’une concentration de 

10 mg/mL dans un bouillon Mueller-Hinton stérile (MHB) ont été préparées, cependant, 

pour l'échantillon alcoolique, la solution mère était dix fois plus concentrée (100 mg/mL 

d'éthanol pur) afin de réduire autant que possible la concentration finale en éthanol des 

tubes inoculés. Toutes les solutions aqueuses ont ensuite été stérilisées à l'aide d'un filtre 

à seringue (0,45 µm).  

Ensuite des dilutions en série des six extraits de rhizomes de Rheum ribes L. ont été 

préparées dans du MHB stérile. Une série de dilutions a également été réalisée avec de 

l'éthanol pur sans l’ajout de l’extrait alcoolique, dans le but de tester l'effet de l'alcool lui-

même sur l'activité bactérienne. Les tubes témoins ont été remplis de 600 µl de MHB 

stérile et les tubes « blancs » ont été remplis avec 600 µl de MHB et le même volume de 

chaque concentration d'extrait aqueux et alcoolique afin de pouvoir supprimer l’effet de 

la couleur des extraits lors de la lecture spectrophotométrique.  

À l'aide d'un spectrophotomètre UV-VWR 3100PC, les suspensions bactériennes de S. 

aureus et d'E. coli ont été ajustées à 0,5 McFarland (ce qui est approximativement proche 

de 1-2 x 108 UFC/mL). Une densité optique comprise entre 0,08 et 0,13 contre un blanc 

de MHB à 625 nm a été obtenue. Les deux suspensions bactériennes ajustées ont ensuite 

été diluées d'un facteur de 1:100 dans du MHB stérile. 600 µL des suspensions 



Chapitre II– Matériel et méthodes expérimentales 

 

83 

bactériennes ont été mélangées avec 600 µL de tous les extraits dilués et des tubes 

témoins. Il est important de noter que les concentrations finales d’éthanol dans les milieux 

de culture bactérienne étaient ≤ à 2%. Les tubes ont finalement été incubés pendant 24 

heures à 37°C. Pour déterminer le CMB, le contenu de certains tubes (10 µl) a été strié sur 

des plaques de gélose Muller Hinton (MHA) pour être ensuite incubés à nouveau pendant 

24 heures à 37°C. 

3.3.6.3 Méthode de dilution en gélose  

La dilution en gélose est une autre méthode pour déterminer la concentration minimale 

inhibitrice des extraits aqueux et alcooliques de rhizomes de Rheum ribes L. (Figure 25). 

Le concept principal de cette méthode est d'incorporer l'extrait lui-même dans le milieu 

gélosé sur lequel des gouttelettes de la suspension bactérienne ajustée et diluée seront 

cultivées. Cette technique a été appliquée telle que décrite par Wiegand et al., (2008). 

Dans un premier temps, une couche de gélose Mueller-Hinton (MHA) stérile a été versée 

dans plusieurs boîtes de Pétri. Pendant ce temps, le volume d'agar nécessaire pour 

préparer une dilution en série de deux types d’extraits pour des concentrations comprises 

entre 500 et 16000 µg/mL a été versée dans des tubes à essai. Ces derniers ont été placés 

dans un bain-marie à 50°C pour éviter leur gélification. Des solutions mères des extraits 

aqueux (40 mg/mL) et alcooliques (100 mg/mL) ont été préparées. Tous les extraits 

aqueux ont été stérilisés à l’aide de filtres seringues (0,45 µm). 

Dans la zone stérile de deux flammes de bec Bunsen, le volume nécessaire de chaque 

extrait a été mélangé au MHA liquide pour obtenir des concentrations d’extraits finales de 

500, 1000, 2000, 4000, 8000 et 16 000 µg/mL dans un volume final de 10 mL. Le mélange 

a d'abord été bien agité sans formation de bulles, puis il a été rapidement versé dans deux 

boîtes de Pétri, étiquetées avec la concentration d'extrait correspondante, afin de former 

une fine couche au-dessus de la couche sèche de MHA. Une série de dilutions a également 

été faite avec de l’éthanol pur (sans extrait) pour tester l'effet de l'éthanol lui-même sur 

l'activité bactérienne. Les plaques d'agar ont ensuite été incubées à température ambiante 

pendant 2 heures pour sécher complètement. 

Pendant ce temps, comme détaillé dans la section précédente, des suspensions 

bactériennes de S. aureus et d’E. coli ont été ajustées à 0,5 McFarland. Les deux 
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suspensions bactériennes ajustées ont ensuite été diluées d'un facteur 1:10 dans du MHB 

stérile.  

Toutes les plaques ont été préalablement divisées en deux compartiments distincts pour 

chaque souche correspondante comme le montre la Figure 25. Enfin, ces derniers ont été 

inoculés en déposant trois gouttes séparées de 1 µl (en triple) des suspensions de S. 

aureus et de E. coli. Toutes les plaques ont été par la suite incubées à 37°C pendant 20 

heures. 

 

Figure 25- Étapes de la dilution en milieu gélosé 

3.3.7. Analyses par chromatographie liquide à haute performance (HPLC-UV) 

La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) est l'une des techniques 

analytiques de séparation les plus populaires. Depuis plus de 40 ans, elle a été adoptée 

dans les laboratoires du monde entier pour les sciences pharmaceutiques, la chimie 

clinique, les analyses alimentaires et environnementales et la chimie de synthèse pour 

séparer, identifier et quantifier les composés actifs (Zotou, 2012). Brièvement, l’HPLC est 

une forme de chromatographie sur colonne qui pompe à haute pression un échantillon 

dissous dans un solvant (phase mobile) à travers une colonne avec un matériau de 

garnissage chromatographique immobilisé (phase stationnaire) (Figure 26). Les solvants 
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de la phase mobile sont élués selon un programme de gradient correspondant à la nature 

des analytes à séparer.  

Les propriétés de l’échantillon et de la phase mobile, ainsi que la nature de la phase 

stationnaire, déterminent le temps de rétention des analytes, ou la vitesse à laquelle ils 

traversent la colonne. Lorsque l’échantillon traverse la colonne, les analytes ayant les 

interactions les plus fortes avec la phase stationnaire sortent de la colonne le plus 

lentement, ce qui signifie qu’ils présentent les temps de rétention les plus longs. En 

revanche, les échantillons démontrant peu d’interactions avec le matériau de la colonne 

éluent rapidement et sont donc caractérisés par des temps de rétention courts (Petrova 

and Sauer, 2017).  

 

Figure 26- Schéma simplifié de la HPLC 
(Effectué sur www.Biorender.com) 

3.3.7.1 Appareillage et conditions chromatographiques 

Les analyses chromatographiques des extraits de rhizomes de R. ribes L. pour la 

détermination de leur composition en molécules bioactives ont été effectuées sur une 

colonne non thermostatée Phenomenex Luna C18 (4,6 × 250 mm, 5 µm) et à l’aide d’un 

système d’HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity), équipé d’un module de pompe 

(Hewlett Packard 110, Quatpump, G1311A), d’un dégazeur (1260µ-degasser, G1379B), 

http://www.biorender/
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d’un passeur d’échantillons thermostaté (ALS, G1329B) et d’un détecteur UV-VIS à 

barrette de diodes (G1315A). Ces modules ont été pilotés par le logiciel ChemStation 

version A.10.02 et les résultats ont été visualisés sur le même logiciel mais en version 

B.04.01 SP1.  

3.3.7.2 Choix des molécules ciblées 

Les composés que nous souhaitons identifier dans les échantillons appartiennent à trois 

familles de molécules : cinq anthraquinones (l’émodine, l’aloe-émodine, le chrysophanol, 

le physcion et la rhein), un flavonoïde (le kaempferol) et un stilbène (la rhaponticine). 

Toutes ces molécules ont été déjà recherchées dans divers types d’extraits (alcoolique, 

aqueux, méthanolique…) de R. ribes L. (Tableau 4). Au-delà du fait que ces molécules 

présentent des propriétés pharmaceutiques intéressantes, le but de cette identification 

était également de déterminer la composition de la matière étudiée. Cette détermination 

nous permettra d’avoir une meilleure comparaison des résultats de nos travaux avec ceux 

des autres études sur divers plans : compositions phénoliques, activités antioxydantes, 

antibactériennes et cytotoxiques. Enfin, un autre but majeur de l’analyse de ces composés 

était d’évaluer l’impact du traitement par DIC sur l’aptitude technologique des matrices à 

libérer les molécules recherchées.  

3.3.7.3 Préparation des solutions standards 

Les poudres de molécules standards ont été pesées avec précision et dissous dans 5 mL 

de méthanol pour préparer les solutions mères d'émodine (1,3 mg/mL), de kaempférol 

(1 mg/mL) et de rhaponticine (1 mg/mL), et dans 20 mL de méthanol pour les solutions 

mères d'aloe-émodine (0,35 mg/mL), de rhéine (0,1 mg/mL), de chrysophanol (0,35 

mg/mL), et de physcion (0,1 mg/mL). 

Les solutions mixtes de standards ont été stockées à 4 °C et filtrées à travers un filtre à 

membrane en acétate de cellulose de 0,45 µm avant l'analyse HPLC. 

3.3.7.4 Protocoles expérimentaux de l’HPLC 

• Protocole expérimental de la méthode 1 

Le premier protocole adopté a été inspiré par les travaux de Raafat et al., (2014), qui 

portaient sur l’identification de quelques molécules actives dans les extraits aqueux de 

rhizomes d’une espèce libanaise de R. ribes L.. La phase mobile était composée d’une 
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solution aqueuse (A) et d'acétonitrile (B) en adoptant le programme de gradient figurant 

dans le Tableau 16. Le débit a été fixé à 1,0 mL/min, le volume des aliquotes injectées 

était de 20µL et la longueur d’onde adoptée était de 280 nm.  

Tableau 16- Programme du gradient d’élution du protocole 1 

Temps (min) % A % B 

0 95 5 

12 60 40 

35 62 38 

40 75 25 

53 45 55 

60 0 100 

80 0 100 

82 95 5 

100 95 5 
 

• Protocole expérimental de la méthode 2  

Le premier protocole fût convenable pour la séparation des molécules de l’extrait de R. 

ribes L.. En revanche, ce n’était pas le cas pour les molécules standards que nous 

souhaitions détecter et quantifier. Pour cela nous avons recherché dans la bibliographie 

un protocole qui soit convenable pour la séparation des molécules standards. Nous avons 

suivi le protocole établi dans l’article de Xu et al., (2012) pour plusieurs raisons. D’une 

part, le protocole de la séparation de cinq molécules parmi les huit recherchées a été 

étudiée dans cet article, d’autre part, tous les modules de l’HPLC, y compris la colonne et 

ses dimensions, présentés dans l’article étaient identiques à ceux de notre équipement.  

Le protocole de séparation des pics a été appliqué tel que décrit par Xu et al., (2012). La 

phase mobile était composée d’une solution aqueuse (A), d'acétonitrile (B) et d’une 

solution d’acide acétique (0,4% v/v). Elle a été injectée en isocratique en adoptant le 

programme de gradient suivant (Tableau 17). Le débit était de 1,0 mL/min et le volume 

des aliquotes injectées dans l’HPLC dépendaient de la concentration initiale de la solution 

mère de chaque molécule standard. Nous avons également travaillé avec plusieurs 

longueurs d’onde en réponse à l’optimum d’absorption de chacune des molécules comme 
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le montre les spectres d’absorption de la Figure 27 (Xu et al., 2012) . En effet il s’agit de 

λ=225 nm pour chacune des molécules d’émodine, d’aloe-émodine, de chrysophanol et de 

rhein et λ=280 nm pour le physcion. Pour les autres molécules recherchées, nous avons 

fixé des longueurs d’onde de λ=325 nm pour la rhaponticine (Roupe et al., 2005), et λ=370 

pour le kæmpferol (Telange et al., 2014). 

Tableau 17- Programme du gradient d’élution du protocole 2 

Temps (min) % A % B %C 

0 80 10 

1
0

 

10 40 50 

25 0 90 

35 0 90 

40 80 10 

50 80 10 
 

 

 

Figure 27- Les spectres d’absorption des cinq anthraquinones recherchées  

(Xu et al., 2012) 

• Protocole expérimental de la méthode 3 

Dans un troisième temps, des modifications mineures ont été apportées sur le protocole 

2 dans le but de le rendre plus adapté aux échantillons de rhizomes de Rheum ribes L.. En 

effet, un changement léger au niveau du programme du gradient d’élution a eu lieu 
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(Tableau 18), ce qui a modifié le temps de rétention des molécules standards 

recherchées.  

Tableau 18- Programme du gradient d’élution du protocole 3 

Temps (min) % A % B % C 

0 74 16 

1
0

 

10 60 30 

25 40 50 

35 0 90 

40 74 16 

50 74 16 
 

Par ailleurs, nous avons fixé les longueurs d’onde optimales pour chaque molécule, mais 

cette fois-ci en se basant sur les spectres d’absorption provenant de nos propres essais 

(Figure 28). Nous avons alors choisi λ=258 nm pour l’émodine, l’aloe-emodine et le 

chrysophanol et λ=430 nm pour la rhein et le physcion. Pour les autres molécules, les 

longueurs d’onde de détection sont restées les mêmes :  λ=370 nm pour le kaempferol et 

λ=325 nm pour la rhaponticine.
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Figure 28- Les spectres d’absorption de la rhein et du physcion (A), de l’émodine et l’aloe-émodine (B), du chrysophanol (C), du kaempferol (D) et de la 
rhaphonticine (E) 
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3.3.7.5 Protocole expérimental du dosage des molécules d’intérêt dans les 

extraits de R. ribes L. 

• Principe du phénomène d’extraction en phase liquide  

Le fractionnement est une étape clé pour séparer les composés d'un extrait bioactif et par 

conséquent le rendre moins complexe en termes de composition chimique. En utilisant 

l'extraction en phase liquide, où deux solvants ne se mélangent pas et forment des couches 

séparées, les composants d'un extrait peuvent être facilement fractionnés en fonction de 

leur affinité avec un solvant. Cette procédure est souvent utilisée après l'obtention d’un 

extrait brut initial, pour le « purifier ».  

• Application du phénomène d’extraction en phase liquide sur les échantillons de R. 
ribes L. 

En raison de la complexité du signal détecté à la suite de l’injection des échantillons de R. 

ribes L. dans l’HPLC, nous avons eu recours à la séparation en phase liquide des extraits 

bruts aqueux et alcooliques, dans l’espoir de pouvoir éliminer les interférents masquant 

les composés qu’on désire identifier et quantifier. 

En se basant sur les nombreuses études antérieures effectuées sur la nature et la 

composition chimique du R. ribes L., nous avons émis l’hypothèse que les interférents 

ayant de très grands pics apparaissant dans les chromatogrammes d’HPLC des extraits 

étaient de nature glucidique : fructose, glucose, saccharose et maltose d’une part (Erecevit 

and Kırbağ, 2017) et les glucosides de phénols d’autre part (Öztürk et al., 2007; Tosun and 

Kizilay, 2003). En se basant sur la nature chimique de ces interférents, nous avons 

supposé que ces derniers pourraient être « captés » par un solvant non-polaire, tel que le 

n-hexane. En effet la plupart des aglycones vont migrer dans ce dernier, alors que 

glycosides et esters de sucre restent dissous dans la fraction polaire, aqueuse (Routray 

and Orsat, 2013). 

Le protocole de séparation a été inspiré des travaux de Godwin et al., (2015) avec 

quelques modifications (Figure 29). Dans un premier temps, nous avons préparé une 

solution brute de l’échantillon, en dissolvant 10 mg du lyophilisat dans 1 mL d’eau 

distillée. Cette solution a été versée dans une ampoule à décanter, contenant au préalable 

50 mL d’hexane. L’ampoule a été secouée vigoureusement puis déposée sur son support 

jusqu’à l’apparition de deux couches non miscibles. Puis, les deux fractions ont été 

réparties dans deux ballons distincts. Lors des premiers essais, la fraction aqueuse a subi 
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trois cycles de lavage avec le même volume d’hexane, alors que pour les essais réalisés 

par la suite, nous avons finalement réalisé cinq cycles de lavages successifs.  

Les ballons contenant les fraction aqueuse et n-hexane ont été évaporés à l’aide d’un 

rotavapeur couplé à une pompe à vide vacuubrand PC 510 Nt. Puis, 5 mL de méthanol ont 

été ajoutés aux deux ballons, enfin les contenus ont été filtrés à travers un filtre à 

membrane en acétate de cellulose de 0,45 µm avant leur analyse par HPLC. 

 

Figure 29- Protocole de séparation en phase liquide des solutions brutes d’extrait de R. ribes L. 

3.3.8. Analyses par chromatographie liquide à ultra haute performance 

couplée à la spectrométrie de masse (UHPLC-MS) 

3.3.8.1 Principe de la UHPLC 

Pendant de nombreuses années, les chercheurs ont passé beaucoup de temps à essayer 

de trouver un moyen d'accélérer leurs investigations chromatographiques. Pour cela, ils 

ont tenté d’utiliser des colonnes plus petites, des débits plus élevés et des températures 

de travail plus importantes pour augmenter la diffusion des analytes dans la phase mobile 

et par conséquent accélérer leur passage dans la phase stationnaire (De Villiers et al., 

2006; Gumustas et al., 2013). Mais un problème d’augmentation de pression sur la 
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colonne est apparu et d’autres limitations ont rapidement été atteintes (Swartz and 

Murphy, 2004, 2005). Le désir d'obtenir de plus en plus d'informations d’une meilleure 

qualité a nécessité le développement d’une nouvelle technologie appelée 

chromatographie liquide à ultra haute performance (UHPLC). Cette dernière a donc 

évolué à partir de la chromatographie liquide à haute performance (HPLC), sachant que 

toutes les deux impliquent la chromatographie liquide pour obtenir la séparation des 

composants du mélange injecté (Gumustas et al., 2013).  

La technique UHPLC est basée sur le principe de l'utilisation d'une phase stationnaire 

constituée de particules de moins de 2,0 μm, alors que les colonnes HPLC sont 

généralement remplies de particules de 3 à 5 μm. L'utilisation de particules plus petites 

permet d'obtenir une meilleure résolution, une plus grande efficacité et une sensibilité 

accrue grâce à des pics plus nets et de plus grande amplitude, ainsi qu'une analyse 

chromatographique plus rapide (Shen et al., 2005). Pour tirer pleinement partie de la 

technologie des petites particules dans les méthodes UHPLC, une plage de pression plus 

grande que les systèmes HPLC actuels est obligatoire. En effet, les colonnes HPLC peuvent 

atteindre une pression maximale de 600 bars tandis que les systèmes UHPLC peuvent 

atteindre 1200 bars et plus (Wu et al., 2001). 

3.3.8.2 Principe de la MS 

La spectrométrie de masse (MS) est une technologie qui permet de mesurer le rapport 

masse/charge (ou m/z) des atomes et/ou des molécules dans un échantillon. Elle est 

également capable de distinguer différents isotopes d'un même élément. Le spectromètre 

de masse est souvent utilisé pour déterminer le poids moléculaire exact des composants 

d’une solution et pour également identifier des composés inconnus dans l’échantillon 

injecté.  

Il existe de nombreux types de spectromètres de masse, tous présentent trois 

caractéristiques communes (McMahon, 2021) : 

• Une source d’ionisation  

C’est le moyen par lequel les atomes ou les molécules de l'échantillon s’ionisent. Un champ 

électrique est nécessaire pour diriger les ions dans les spectromètres de masse, donc les 

espèces neutres (non-chargées) ne pouvant pas être dirigées, elles ne seront pas 

détectées. De nombreux moyens permettent l’ionisation et ils sont collectivement appelés 
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sources d'ionisation. Dans notre cas il s’agit d’une ionisation de type electrospray (ESI 

pour Electrospray Ionization Process). La technique ESI, comme le montre la Figure 30 

est basée sur la pulvérisation à pression atmosphérique de la solution injectée à travers 

une aiguille hautement chargée (typiquement d’une charge entre 2,5 et 3 kV) appelée 

capillaire ESI. Le nuage de gouttelettes chargées produit sera par la suite focalisé grâce à 

un gaz de nébulisation. Puis, un gaz sec et chaud, généralement appelé gaz de 

désolvatation, est appliqué sur les gouttelettes chargées provoquant ainsi l'évaporation 

du solvant. Ce processus de désolvatation diminue donc la taille des gouttelettes, ce qui 

facilite la répulsion entre les charges de même signe (phénomène de l’explosion 

Coulombic). En outre, la fission des gouttelettes conduit à la formation d'ions en phase 

gazeuse qui seront guidés par la suite vers l'analyseur de masse (Harvey, 2018). 

 

Figure 30- Schéma de la technique d’ionisation de type electrospray (ESI)  
(www.chm.bris.ac.uk/ms) 

• Un analyseur de masse  

Le deuxième composant de tous les spectromètres de masse est l'analyseur de masse. Il 

existe plusieurs moyens différents par lesquels le rapport m/z des ions peut être mesuré. 

Parmi eux, il existe l’analyseur de masse quadripolaire, à l’intérieur duquel les trajectoires 

des ions dévient selon le potentiel électrique fixé préalablement par l’expérimentateur. 

La modification du potentiel permet que seuls les ions dont la valeur du rapport m/z est 
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incluse dans une gamme spécifique, atteignent l'extrémité de la chambre et soient 

finalement détectés (McMahon, 2021). 

• Un détecteur d’ions 

Après l’étape de mesure de la masse des ions, ceux-ci sont ensuite envoyés à un système 

de données où les rapports m/z sont stockés avec leur abondance relative dans 

l’échantillon, donnant ainsi un spectre de masse. Ce dernier représente simplement les 

rapports m/z des ions détectés (sur l’axe des abscisses) en fonction de leurs intensités 

(sur l’axe des ordonnées). Chaque pic dans un spectre de masse représente une 

composante de m/z unique et sa hauteur indique l'abondance relative de cette 

composante dans l'échantillon.  

3.3.8.3  Description de l’appareillage utilisé  

Malgré l’injection des standards de ces composés en HPLC-UV, leur mise en évidence dans 

l’extrait de racine n’a pas abouti en raison de la trop grande complexité de la matrice et 

de la présence de composés interférents masquant très certainement le signal des 

composés recherchés. Des analyses par UHPLC-MS d’un échantillon non traité de R. ribes 

L. ont été alors effectuées, car ces types d’analyses sont plus sensibles et plus spécifiques 

que l’HPLC-UV.  

L’objectif des analyses en spectrométrie de masse était d’identifier la nature des grands 

pics qui masquent les petits pics de molécules bioactives recherchées dans nos 

échantillons. Le second objectif était de déterminer la présence de nouvelles molécules 

qui sont séparés par MS selon leur rapport m/z et qui n’auraient pas encore été exploitées 

dans les travaux précédents.  

Les échantillons ont été analysés par spectrométrie de masse (ESI-Q-TOF) après 

séparation par UHPLC. Ce système est composé d’une UHPLC couplée au spectromètre de 

masse (Figure 31), composé d’une source d’électro-nébulisation ESI pour l’ionisation des 

molécules via une forte tension (Figure 31-Phase 1), d’un guide d’ion (ou stepwave ion 

guide) qui sert à éliminer les composés neutres et par conséquent diminuer le bruit de 

fond (Figure 31-Phase 2), d’un détecteur quadripôle qui focalise les ions entre ses 

plaques et sélectionne les ions pour fragmentation selon leur rapport m/z (Figure 31-

Phase 3), d’une cellule de collision dans laquelle une partition des molécules chargées se 

fait suite à l’application d’un courant électrique (Figure 31-Phase 4) et finalement d’un 
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analyseur à temps de vol, qui mesure la durée que mettent les ions à parcourir la distance 

du tube de vol après avoir été accélérés par un champ électrique. Un signal au niveau du 

détecteur à un temps donné du balayage correspond à un m/z donné. C’est un analyseur 

de haute résolution qui permet de mesurer la masse exacte et de déterminer la formule 

brute d’un composé détecté (Figure 31-Phase 5). 

 

Figure 31- Schéma de l’appareillage ESI-Q-TOF 
(www.waters.com)  

3.3.8.4 Préparation des solutions injectées 

Quelques milligrammes de l’extrait aqueux non traité par DIC ont été repris dans un 

mélange de H2O/ACN/Acide Formique (70:30:0,1; v/v/v) de manière à atteindre une 

concentration finale de 1 mg/mL. Un volume de 5 µL de cet extrait a été finalement injecté 

après centrifugation à 7000 rpm pendant 5 minutes. Une extraction des composés basée 

sur leur hydrophobie par une cartouche SPE C18 a été également réalisée selon le 

protocole suivant :  

• Conditionnement de la phase SPE C18 avec 5 mL de méthanol pur puis 5 mL d’eau 

ultrapure 

•  Dépôt de 1 mL de l’extrait repris dans de l’eau ultrapure  

•  Lavage avec 3 x 5 mL d’eau ultrapure 

http://www.waters.com/
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• Elution avec 1 mL d’acétonitrile pour l’élution 1 et de nouveau 1 mL d’acétonitrile 

pour l’élution 2  

• Evaporation de 200 µL de chaque élution et reprise dans 100 µL d’H2O/ACN/Acide 

Formique (70:30:0,1; v/v/v) puis injection de 1 µL de chaque élution reconcentrée 

3.3.8.5 Conditions analytiques de l’UHPLC 

La détection des molécules bioactives a été effectuée sur une UHPLC système Acquity 

UHPLC H-Class (Waters, Milford, USA) équipée d’une colonne Acquity UHPLC BEH C18 

(150 x 2,1 mm, 1,7 µm) à travers laquelle les solvants sont délivrés à un débit de 0,3 

mL/min. Le solvant (A) utilisé était de l’eau à 0,1 % d’acide formique (v/v) alors que le 

solvant (B) était de l’acétonitrile à 0,1% d’acide formique (v/v). Ces deux solvants sont 

associés à un gradient d’élution adapté (Tableau 19) afin de séparer les constituants du 

mélange injecté et d’en tirer les temps de rétentions de chacune des molécules du mélange 

standard. 

Tableau 19- Programme du gradient d’élution de la UHPLC 

Temps (min) % A % B 

0 70 30 

3 70 30 

4 20 80 

6 20 80 

6,5 0 100 

10 0 100 

10,1 70 30 

15 70 30 
 

3.3.8.1 Paramètre de détection de la MS 

Le spectromètre de masse utilisé était un Xevo G2 S Q-TOF équipé d’une source d’ionisation 

electrospray en mode positif et négatif (Waters, Manchester, United Kingdom). La 

température du capillaire était de 120 °C et son voltage était de 3kV (+) et de 2,5 kV (-). 

La leucine enképhaline (d’une concentration de 1ng/µL) a été utilisée comme gaz 
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nébuliseur à un débit de 5 µL/min. L’azote sec a été utilisé comme gaz de désolvatation 

dont la température et le débit étaient respectivement de 500°C et de 800L/h.  La gamme 

m/z utilisée était entre 50 et 1200 et l’énergie de collision était de 6 eV en basse énergie 

pour l’analyse des molécules intactes et rampe de 15 à 35 eV en haute énergie pour l’analyse 

des molécules et leurs fragments. Les acquisitions et le traitement des données ont été réalisés 

en utilisant le logiciel « Mass Lynx Version 4.1 » de Waters (Figure 32).  

 

Figure 32- Système Acquity UPLC H-Class (Waters, Milford, USA) couplé au spectromètre de 
masse Xevo G2 S Q-TOF, présent sur la plateforme d’Analyse Haute Résolution de Biomolécules 

du laboratoire LIENSs 

3.3.9. Culture cellulaire 

L'activité antiproliférative des extraits a été étudiée en utilisant la lignée cellulaire A2058 

(ATCC® CRL-11147). A2058 est une lignée cellulaire établie de cellules de mélanome 

métastasique humain. 

Les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

additionné de 10 % de FBS (sérum de veau fœtal) et de 1 % de pénicilline-streptomycine 

(Dominique Dutscher, France), à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2.  

Les extraits ont été solubilisés dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) à 104 µg/mL et puis ils 

ont été dilués dans le milieu de culture cellulaire pour finalement obtenir des solutions de 

200 µg/mL. 

Deux milles cellules ont été ensemencées dans une microplaque à 96 puits à fond plat et 

laissées adhérer pendant 24 heures. Le lendemain, les extraits ont été ajoutés pour 
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obtenir une concentration finale de 100 µg/mL. Du DMEM contenant du DMSO (même 

volume que les extraits) a servi de contrôle négatif. Il est important de noter que les 

concentrations finales de DMSO dans les milieux de culture cellulaire étaient égales à 1%.  

Apres 72 heures d’incubation à 37°C, une solution de 5 g/L (concentration finale de 0.5 

g/L) de MTT (3-((4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromure) a été 

ajoutée dans chaque puit de la microplaque, permettant aux cellules vivantes contenant 

un succinate déshydrogénase mitochondriale fonctionnelle de métaboliser le MTT (d’une 

couleur jaune pâle) en sel de formazan insoluble (d’une couleur violette) pendant une 

durée de 4 heures. Le milieu de culture cellulaire a été retiré et les cristaux de formazan 

ont été dissous dans 200 µL de DMSO. Les microplaques ont été placées à 37°C pendant 5 

min pour solubiliser les cristaux de formazan et l'absorbance a été lue à 550 nm à l'aide 

d'un lecteur de microplaques VERSAmax (Molecular devices, France). Le pourcentage 

d'inhibition de la croissance a été calculé selon l’équation (6). 

𝐼𝐶 (%) = 100 − (
𝐴𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡 − 𝐴𝑡é𝑚𝑜𝑖𝑛

𝐴contrôle − 𝐴𝑡é𝑚𝑜𝑖𝑛
) ∗ 100 (6) 

Où Aextrait = absorbance des puits contenant les cellules traitées par les extraits  

Atémoin = absorbance de la solution de solubilisation de DMSO 

Acontrôle = absorbance des puits contenant des cellules contrôles incubées avec le DMSO 

Les résultats sont représentés par les moyennes de 3 puits ± les écart-types. 
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1. Le premier plan d’expériences (DoE 1) : un plan préliminaire 

1.1. Rappel du dispositif expérimental  

Le premier plan d’expériences, considéré comme plan préliminaire, a été effectué sur des 

rhizomes de R. ribes L. coupés sous forme de rondelles. Ces dernières ont subi le 

traitement par DIC avec des pressions de vapeur saturée variant entre 300 et 700 kPa 

pour une durée de traitement entre 20 et 80 secondes. Les données des variables 

réponses (TPC, TFC et l’activité antioxydante) des différents échantillons traités et non-

traités (MP) par DIC sont détaillées dans ce qui suit.  

1.2. Criblage phytochimique et activité antioxydante 

1.2.1. Teneur phénolique totale 

Le Tableau 20 présente les résultats de la teneur phénolique totale des tranches de 

rhizomes traitées et non traitées (MP) par DIC. Nous remarquons directement que les 

valeurs de TPC des points centraux sont différentes, or l'un des buts de la conduite d’un 

tel type d'essais est de tester la répétabilité au niveau des réponses des points traités avec 

les mêmes conditions expérimentales. Normalement, un point aberrant sur cinq peut être 

admis, cependant, dans notre cas, la répétabilité n'est atteinte que pour deux points 

centraux 1 (50,02±0,39 mg EAG/g extrait) et 13 (50,93±0,56 mg EAG/g extrait).  

Ceci peut être un indicateur de la présence d'une source de variabilité capable d'atténuer 

l'effet de l'application des paramètres DIC sur les rhizomes. En effet, il était remarquable 

que l'aspect des rhizomes tranchés ne fût pas uniforme : les tranches provenant du milieu 

du rhizome étaient charnues et humides tandis que celles provenant des extrémités 

étaient ligneuses et sèches. Le tri des pièces présentant un aspect similaire n'étant pas 

effectué avant le traitement par DIC, l'hétérogénéité de la matière première peut être à 

l'origine de la variabilité masquant l'effet des variables indépendantes du traitement par 

DIC.
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Tableau 20- Conditions expérimentales des différents essais du DoE1 avec le contenu phénolique total (TPC), le contenu total en flavonoïdes (TFC) et 
laIC50 des extraits traités et non traités (MP) par DIC 

 Essai n° Pression 

(kPa) 

Temps 

(s) 

TPC  

(mg EAG/g extrait) 

TFC  

(mg EQ/g extrait) 

IC50 

(µg/mL) 

Points centraux 

1 

500 50 

50,02±0,39 36,38±1,63 51,05±0,32 

4 70,92±1,04 23,16±0,61 37,75±0,73 

7 56,98±0,57 47,47±0,40 60,32±0,45 

10 47,72±0,90 41,27±0,07 73,96±0,41 

13 50,93±0,56 30,70±0,44 47,58±0,57 

 2 700 50 44,94±0,61 23,86±0,94 81,47±0,77 

3 500 80 68,68±0,56 38,66±0,17 50,71±0,35 

5 640 71 54,77±0,34 30,53±1,06 55,20±0,83 

6 640 29 51,27±0,54 27,48±0,04 68,51±0,79 

8 360 29 46,85±0,39 38,81±1,63 47,75±0,52 

9 360 71 54,36±0,06 39,57±0,52 44,36±0,14 

11 300 50 48,88±0,82 50,58±1,03 48,94±0,73 

12 500 20 38,81±0,59 40,15±0,22 62,11±0,38 

MP - - 57,80±0,64 38,05±0,20 42,67±0,78 
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Figure 33- Teneurs phénoliques totales des différents échantillons traités et non -traités (MP) 
par DIC (DOE1) 

La Figure 33 montre que, hormis les points centraux, l’échantillon 3 (68,68±2,56 mg 

EAG/g extrait) traité avec une pression de vapeur saturée de 500 kPa pendant 80 

secondes est le seul à avoir une valeur de TPC supérieure à l’échantillon non traité 

(57,80±0,64 mg EAG/g extrait). En revanche, l’essai 12 traité à la même pression de 

vapeur saturée mais pendant 20 secondes présente la teneur phénolique la plus basse 

(38,81±0,59 mg EAG/g extrait) parmi tous les autres essais.  

Ce résultat se traduit par le diagramme de Pareto de la Figure 34 qui montre que la 

variation du temps de traitement est le facteur le plus proche d’avoir un effet 

statistiquement significatif sur les valeurs de TPC des échantillons avec une corrélation 

positive entre le temps et la teneur phénolique des extraits.  

Cela semble logique, puisque les tranches de rhizomes sont relativement épaisses et d’un 

grand diamètre, ce qui fait qu’une durée de traitement prolongée est nécessaire pour que 

les phénomènes de transfert de chaleur et de matière, générés par l’injection de la vapeur 

d’eau saturée et du phénomène de condensation, pourront atteindre la totalité de la 

matrice traitée. Ce raisonnement s’applique également sur les échantillons 5 (54,77±0,34 

mg EAG/g extrait) et 6 (51,27±0,54 mg EAG/g extrait) tous deux traités à 640 kPa pour 

une durée de 71 et 29 secondes respectivement, et les échantillons 8 (46,85±0,39 mg 

EAG/g extrait) et 9 (54,36±0,06 mg EAG/g extrait) d’autre part tous deux traités à 360 

kPa pour une durée de 29 et 71 secondes. 
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En revanche, la variation de la pression de vapeur saturée était loin d’avoir un effet 

statistiquement significatif sur la teneur phénolique des échantillons de rhizomes de R. 

ribes L. (Figure 34).  

 

Figure 34- Diagramme de Pareto pour les teneurs totales en polyphénols des échantillons du 
DOE1 

1.2.2. Teneur totale en flavonoïdes 

Les résultats de la méthode colorimétrique du chlorure d'aluminium pour la 

détermination des flavonoïdes dans les extraits aqueux traités ou non-traités par DIC sont 

répertoriés dans le Tableau 20. Comme pour les résultats obtenus pour les teneurs 

phénoliques totales des extraits de R. ribes L., les valeurs de TFC des points centraux 

démontrent un manque de répétabilité. 

Hormis les points centraux, la valeur de TFC la plus élevée a été enregistrée pour 

l’échantillon 11 (50,58±1,03 mg EQ/ g extrait), traité avec une pression de vapeur saturée 

de 300 kPa pour une durée de 50 secondes (Figure 35). En revanche, la valeur de TFC la 

plus faible est obtenue pour l’échantillon 2 (44,94±0,61 mg EQ/ g extrait), qui a subi la 

même durée de traitement que l’échantillon 11 mais avec la pression de vapeur la plus 

élevée (700 kPa).  

Standardized Pareto Chart for TPC

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4

Standardized effect
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Figure 35- Teneurs totales en flavonoïdes des différents échantillons traités et non -traités (MP) 
par DIC 

Contrairement aux résultats de TPC, le diagramme de Pareto de la Figure 36-A montre 

qu’au moins l’un des paramètres expérimentaux a un effet statistiquement significatif sur 

les valeurs de TFC des échantillons. En effet, la variation la pression de vapeur saturée a 

affecté la teneur en flavonoïdes des rhizomes de R. ribes L.. Le diagramme des effet 

principaux de la Figure 36-B illustre la corrélation négative qui existe entre les valeurs 

de TFC des échantillons et la pression de vapeur saturée.  

 

Figure 36- Diagramme de Pareto (A), effets principaux (B) et surface de réponse (C) pour les 
teneurs totales en flavonoïdes des échantillons du DOE  1 
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Les températures de traitement sont liées aux pressions de vapeur saturée adoptées. 

Selon l'équation d'Antoine pour l'eau pure (7)  (Wang et al. 2007), nous pouvons 

déterminer à quelles températures nous avons traité nos rhizomes en fonction de la 

pression de vapeur saturée injectée. Des pressions de vapeur saturée allant de 300 à 700 

kPa correspondent à des températures variant entre 134 et 165 °C. Les flavonoïdes sont 

thermosensibles et cela a été prouvé dans plusieurs travaux tels que ceux de Chaaban et 

al., (2017), qui ont constaté que des températures supérieures à 100°C, dégradent 

fortement les flavonoïdes. 

𝑃𝑣 = 10
10.09938 − 

1681
( − 43.037+𝑇)  (7) 

Où 𝑃𝑣 est la pression de vapeur saturée (Pa) et 𝑇 est la température (K) 

L'équation polynomiale (8) estimée à partir du RSM de la Figure 36-C indique avec R2= 

50,14% que les variables indépendantes expliquent à moitié la variation de la teneur 

totale en flavonoïdes des extraits. L’élimination de la source de variation provenant de 

l’hétérogénéité des rondelles de rhizomes pourra peut-être renforcer la relation entre les 

variables indépendantes de la DIC et la teneur totale en flavonoïdes 

𝑇𝐹𝐶 = 66,445 − 0,045𝑃 − 0,260𝑡 + 0,000015𝑃2 + 0,00019𝑃𝑡 + 0,0017𝑡2 (8) 

L'équation (8) a également confirmé que les conditions DIC de pression de vapeur saturée 

de P = 300 kPa et de temps de traitement thermique de t = 20 s, se rapportent à la valeur 

optimale de TFC à 47,9 mg EQ/g extrait, qui est environ 26 % plus élevée que la teneur en 

flavonoïdes de la matière première. 

1.2.3. Activité antioxydante   

Le Tableau 20 est une évaluation des activités antioxydantes des différents extraits à 

travers la concentration capable de piéger 50% du radical DPPH (IC50). 

Comme pour les deux autres variables réponses, les valeurs de IC50 des points centraux 

présentent une forte variabilité. Sachant que l'activité antioxydante dans les rhizomes de 

R. ribes L. est en lien avec la présence des métabolites secondaires tels que les polyphénols 

et les flavonoïdes (Abdulla et al., 2014), cette corrélation positive entre les valeurs de 

TPC/TFC et l’activité antioxydante des échantillons était attendue. La Figure 37 met en 
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évidence que l’échantillon 2 (81,47±0,77 µg/mL), traité à 700 kPa pour une durée de 50 

secondes, est celui qui a l’activité antioxydante la plus faible. Or cet échantillon est 

également celui qui a la teneur en flavonoïdes la plus basse. Ce constat se vérifie aussi 

pour l’échantillons 6 (68,51±0,79 µg/mL), traité à 640 kPa pour 29 secondes, qui présente 

également une basse teneur en flavonoïdes et une faible activité antioxydante.  

 

Figure 37- Valeurs de IC50 des différents échantillons traités et non-traités (MP) par DIC et 
pour l’acide ascorbique 

Les régressions linéaires simples montrent que les valeurs de TFC dépendent plus ou 

moins des valeurs de IC50 (R2= 0,529), alors qu’il existe une très faible liaison entre les 

valeurs de TPC et celles de IC50 (R2= 0,203) (Figure 38).  

 

(A) 
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(B) 

Figure 38- Régressions simples de TFC vs IC50 (A) et de TPC vs IC50 (B) 

Ces relations entre les variables de réponse se traduisent bien dans le diagramme de 

Pareto (Figure 39-A). Ce dernier montre que la variation de la pression de vapeur saturée 

est le seul paramètre à avoir un effet significatif sur l’activité antioxydante des 

échantillons, comme c’était le cas pour les valeurs de TFC, d’où la moyenne relation entre 

les valeurs de TFC et de IC50.  

Plusieurs études ont rapporté le manque de corrélation entre le contenu phénolique total 

et les capacités antioxydantes d'un certain nombre d'extraits de plantes médicinales 

(Kaur, 2014; Wong et al., 2006b). En effet, la capacité antioxydante ne provient pas 

uniquement du contenu phénolique des plantes, mais pourrait être due à la présence 

d'autres composés phytochimiques, tels que l'acide ascorbique, le tocophérol et les 

pigments, etc., qui contribuent également à la capacité antioxydante totale (Kaur, 2014). 

Une autre source d'erreur pourrait provenir du manque de spécificité de la méthode 

colorimétrique de Folin-Ciocalteu utilisée pour déterminer les composés phénoliques 

totaux (Wong et al., 2006b). En effet, le réactif de Folin Cio-Calteu ne quantifie pas 

seulement les phénols totaux, mais réagit également avec n'importe quel agent réducteur 

de la solution testée, ce réactif n’est pas suffisamment sélectif (Xiaowei et al., 2021). 

Le diagramme des effet principaux (Figure 39-B) illustre la corrélation négative qui 

existe entre les valeurs de IC50 des échantillons et la pression de vapeur saturée. Cela 

peut revenir à la dégradation des flavonoïdes aux hautes températures.  

L'équation polynomiale (9) estimée à partir du RSM (Figure 39-C) indique avec R2= 

54,12% que les variables indépendantes expliquent à moitié la variation des activités 
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antioxydantes des extraits. De même, l’élimination de la variation au niveau des rondelles 

de rhizomes pourra peut-être renforcer la relation entre les variables indépendantes de 

la DIC et l’activité antioxydante des échantillons. 

IC50 = 53,916 − 0,083𝑃 + 0,341𝑡 + 0,00019𝑃2 − 0,00084𝑃𝑡 − 0,0011𝑡2 (9) 

L'équation (9) a également confirmé que les conditions optimales de pression de vapeur 

saturée de P = 387 kPa et de temps de traitement thermique de t = 80 s, permettent 

d’atteindre la valeur optimale de IC50 à 44,76 µg/mL. Cette valeur optimale de IC50 reste 

supérieure à celle de l’échantillon MP (42,67±0,78 µg/mL). Nous pouvons donc émettre 

l’hypothèse que le traitement par de hautes pressions de vapeur saturée entraîne une 

certaine dégradation thermique des composés thermosensibles à pouvoir antioxydant.  

 

Figure 39- Diagramme de Pareto (A), tracé des effets principaux (B) et la méthode de surface de 
réponse (C) pour les valeurs de IC50 des échantillons du DOE1 

2. Le deuxième plan d’expériences (DoE 2) 

2.1. Rappel du dispositif expérimental  

En se basant sur les résultats du premier plan d’expériences, nous avons décidé de 

modifier l’état des rhizomes avant leur traitement, ainsi que les valeurs des paramètres 

indépendants de la DIC. Ainsi, le deuxième plan d’expériences a été effectué sur des 

rhizomes de R. ribes L. broyés. Seules les particules de diamètre compris entre 0,4 et 2 mm 
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ont été retenues pour l’application du traitement DIC. L’effet négatif de la haute pression 

de vapeur sur les échantillons du DOE1 a été également pris en considération. Pour cela, 

les niveaux de pression adoptés pour le DOE2 ont varié entre 200 et 600 kPa, pour un 

temps de traitement entre 10 et 40 secondes. Les variables réponses (TPC, TFC et activité 

antioxydante) des différents échantillons traités et non-traités (MP) par DIC sont 

répertoriées dans ce qui suit.  

2.2. Criblage phytochimique et activité antioxydante  

2.2.1. Teneur phénolique totale 

Les résultats de la teneur phénolique des extraits traités et non-traités (MP) par DIC sont 

répertoriés dans le Tableau 21.  Comme le montre la Figure 40, les valeurs de TPC les 

plus élevées sont enregistrées pour les échantillons 8 (91,6 ± 1,7 mg EAG/g extrait), 11 

(92,1 ± 0,3 mg EAG/g extrait) et 9 (94,0 ± 0,9 mg EAG/g extrait). Ces échantillons ont été 

traités à 260, 200 et 260 kPa pendant 14, 25 et 36 secondes, respectivement. Toutefois, 

les valeurs de TPC les plus faibles sont attribuées aux échantillons 5 (69,4 ± 0,2 mg EAG/g 

extrait), 2 (72,1 ± 1,9 mg EAG/g extrait), 3 (77,7 ± 0,9 mg EAG/g extrait) et 6 (79,6 ± 0,8 

mg de EAG/g extrait) traités à 540, 600, 400 et 540 kPa pendant 36, 25, 40 et 14 secondes, 

respectivement. Ces résultats révèlent que plus la température, positivement corrélée 

avec la pression de vapeur saturée, est élevée, plus le niveau de composés phénoliques est 

faible. 

Par ailleurs, il convient de noter que seuls les échantillons 8, 11 et 9 de rhizomes traités 

par DIC avaient une teneur en TPC supérieure à l'échantillon MP (89, 3 ± 1, 5 mg EAG/g 

extrait). Deux mécanismes peuvent expliquer la perte de composés phénoliques, 

notamment pour les échantillons traités à des pressions de vapeur saturante élevées. Soit 

l'autovaporisation contribue à expulser les polyphénols dans le réservoir à vide, soit ces 

derniers ont subi une dégradation thermique en raison de leur exposition à une pression 

de vapeur saturante élevée. Pour tester la première hypothèse, les eaux condensées 

résultants du traitement DIC ont été récupérées du réservoir à vide pour déterminer leur 

teneur phénolique. La valeur moyenne de TPC des condensats était d'environ 0,06 mg 

EAG/g MS (matière sèche), ce qui est négligeable par rapport à la teneur phénolique de la 

matière première et des extraits traités par DIC. Par conséquent, l'hypothèse la plus 
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probable est que la pression de vapeur saturée élevée provoque une dégradation 

thermique des composés phénoliques.  

Kamal et al., (2015), ont également signalé une diminution de la valeur de TPC dans les 

échantillons de feuilles de "henné" traitées à des températures élevées, probablement en 

raison de la dégradation thermique. Des études antérieures ont montré que les 

polyphénols des oignons rouges sont gravement endommagés à des températures élevées 

(Liu et al., 2014). De plus, Arapitsas and Turner, (2008), ont adopté un DoE pour optimiser 

les conditions les plus adéquates pour l'extraction des polyphénols dans le chou rouge. 

Leurs résultats ont confirmé que des températures supérieures à 120°C ont été fortement      

destructrices pour les polyphénols.  

En se basant sur ces résultats, et sur l'équation d'Antoine pour l'eau pure (7), nous 

pouvons déterminer la raison pour laquelle les composées phénoliques des rhizomes de 

Rheum ribes L. ont été protégés de la dégradation thermique à de faibles pressions de 

vapeur saturée. 
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Tableau 21- Conditions expérimentales des différents essais du DoE2 avec le contenu phénolique total (TPC), le contenu total en flavonoïdes (TFC) 
et la IC50 des extraits traités et non traités (MP) par DIC  

 Essai n° Pression 

(kPa) 

Temps 

(s) 

TPC  

(mg EAG/g 

extrait) 

TFC 

(mg EQ/g extrait) 

IC50 

(µg/mL) 

Points centraux 

1  

400 25 

80,47±0,30 90,19±1,54 73,58±0,13 

4 79,64±1,03 90,83±1,38 73,32±0,08 

7 80,39±1,24 90,07±0,31 73,53±0,19 

10 78,60±0,81 90,93±2,03 74,09±0,39 

13 79,01±0,45 90,53±0,88 73,81±0,20 

 2 600 25 72,15±1,97 63,60±1,48 89,97±0,87 

3 400 40 77,68±0,90 88,39±0,53 78,08±0,28 

5 540 36 69,36±0,22 85,61±1,40 89,39±0,36 

6 540 14 79,57±0,81 88,96±1,04 86,34±0,15 

8 260 14 91,60±1,71 92,04±0,13 64,61±0,43 

9 260 36 94,00±0,95 101,14±0,74 54,56±0,19 

11 200 25 92,14±0,32 99,35±1,21 57,34±0,09 

12 400 10 86,68±0,85 87,50±1,53 70,97±0,44 

MP - - 89,29±1,51 80,74±2,39 71,30±0,50 
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Figure 40- Teneurs phénoliques totales des différents échantillons traités et non -traités (MP) 
par DIC (DOE2) 

Les valeurs de TPC figurant dans le Tableau 21 ont été analysées statistiquement et le 

résultat est illustré à travers le diagramme de Pareto, les tendances principales des 

paramètres de fonctionnement de la DIC et la surface de réponse (RSM) (Figure 41).  

Le diagramme de Pareto (Figure 41-A) montre que les variations des deux paramètres 

« P » et « t » de la DIC ont un effet significatif sur les valeurs de TPC. Cependant, la 

variation de la pression de vapeur saturée était la plus importante, alors que les effets 

séparés (Figure 41-B) révèlent qu’il existe un effet négatif des deux paramètres, pression 

de vapeur saturée et temps de traitement, sur la teneur phénolique. 

L'équation polynomiale (10) estimée à partir de RSM indique avec R2= 96,49% la haute 

qualité d'ajustement du modèle de TPC. Les résultats globaux ont révélé que le traitement 

DIC des rhizomes de R. ribes L. à basse pression de vapeur saturée permet une 

augmentation de l'extractibilité des contenus phénoliques. 

𝑇𝑃𝐶 = 112,054 − 0,0773𝑃 − 0,227𝑡 + 0,000089𝑃2 − 0,002𝑃𝑡 + 0,0162𝑡2 (10) 

L'équation (10) a également confirmé que les conditions DIC de pression de vapeur 

saturée de P = 200 kPa et de temps de traitement de t = 40 s, permettent d’atteindre la 

valeur optimale de TPC de 100,5 mg EAG/g extrait, qui est environ 12,63 % plus élevée 

que celle de la matière première. 
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Figure 41- Diagramme de Pareto (A), effets principaux (B) et surface de réponse (C) pour les 
teneurs phénoliques totales des échantillons du DOE 2 

2.2.2. Teneur totale en flavonoïdes 

Les résultats de la détermination des flavonoïdes dans les extraits aqueux traités ou non-

traités par DIC sont répertoriés dans le Tableau 21. Les trois valeurs de TFC les plus 

élevées ont été enregistrées pour les mêmes échantillons qui présentaient les valeurs de 

TPC les plus élevées, c'est-à-dire les échantillons 8 (92,0 ± 0,1 mg EQ/g extrait), 11 (99,4 

± 1,2 mg EQ/g extrait) et 9 (101,1 ± 0,7 mg EQ/g extrait). Ces échantillons ont été traités 

à 260, 200 et 260 kPa pendant 14, 25 et 36 secondes, respectivement. Toutefois, la valeur 

de TFC la plus basse est attribuée à l'échantillon 2 (63,6 ± 1,5 mg EQ/g extrait), traité à 

600 kPa pendant 25 secondes. Le même échantillon avait également une faible teneur 

phénolique totale. La valeur TFC de la matière première (80,7 ± 2,4 mg EQ/g extrait) était 

inférieure à toutes les autres valeurs TFC des rhizomes traités par DIC, à l'exception de 

l'échantillon 2 qui a été traité avec la pression de vapeur saturée la plus élevée (Figure 

42). 
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Figure 42- Teneurs totales en flavonoïdes des différents échantillons traités et non -traités (MP) 
par DIC du DOE 2 

Le diagramme de Pareto (Figure 43-A) montre que la variation de pression de vapeur 

saturée est le seul paramètre opérationnel de la DIC à avoir un effet significatif sur les 

valeurs de TFC. Le diagramme d'effet principal (Figure 43-B) révèle qu'il existe une 

corrélation négative entre la pression de vapeur saturée et la teneur totale en flavonoïdes 

des échantillons traités. La présentation de la surface de réponse (Figure 43-C) révèle 

l'équation polynomiale (11) estimée à partir du RSM avec R2 = 75,45 %, ce qui indique la 

qualité de l'ajustement du modèle TFC par rapport à P et t. 

𝑇𝐹𝐶 = 74,321 + 0,0992𝑃 + 0,60441𝑡 − 0,00013𝑃2 − 0,002𝑃𝑡 + 0,00574𝑡2 (11) 

De plus, l'équation (5) permet d'optimiser les conditions de traitement DIC. À une 

pression de vapeur saturée de P = 200 kPa et une durée de traitement thermique de t = 

40 s, la valeur optimale de TFC était de 105,8 mg EQ/g extrait, soit environ 31 % de plus 

que la matière première. Les résultats globaux ont révélé que le traitement DIC des 

rhizomes de R. ribes L. à basse pression de vapeur saturée permet une augmentation de 

l'extractibilité des flavonoïdes. 
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Figure 43- Diagramme de Pareto (A), effets principaux (B) et surface de réponse (C) pour les 
teneurs totales en flavonoïdes des échantillons du DOE 2 

2.2.3. Activité antioxydante  

Les activités antioxydantes des échantillons de rhizomes traités et non-traités par DIC 

sont présentées dans le Tableau 21. Les activités antioxydantes les plus élevées sont, à 

nouveau ; celles des échantillons 9 (54,6 ± 0,2 µg/mL), 11 (57,3 ± 0,1 µg/mL), et 8 (64,6 ± 

0,4 µg/mL), qui enregistraient auparavant les valeurs de TPC et TFC les plus élevées. La 

valeur de IC50 la plus élevée de tous les extraits a été enregistrée pour l'échantillon 2 

(90,0 ± 0,9 µg/mL) qui a été traité avec la pression de vapeur saturée la plus élevée (600 

kPa) (Figure 44). 



Chapitre III : Criblage phytochimique des deux premiers plans d’expériences 

 

118 

 

Figure 44- Valeurs de IC50 des différents échantillons traités et non-traités (MP) par DIC du 
DOE 2 

Le diagramme de Pareto (Figure 45-A) montre que la variation de pression de vapeur 

saturée est la seule à avoir un effet significatif sur les valeurs de IC50. De plus, le graphique 

des effets principaux (Figure 45-B) révèle que la IC50 des rhizomes traités est corrélée 

positivement avec la pression de vapeur saturante. L'équation polynomiale estimée à 

partir du RSM est présentée en (12) avec R2 = 96,3 % ce qui indique que le modèle ajusté 

explique bien la variabilité de la IC50. 

𝐼𝐶50 = 58,64 + 0,04215𝑃 − 0,96328𝑡 − 0,000005𝑃2 + 0,00213𝑃𝑡 + 0,002895𝑡2 (12) 

L’observation du graphique de surface de réponse (Figure 45-C) confirme que les 

conditions de pression de vapeur saturée P = 200 kPa et du temps de traitement t = 40 s 

correspondent à la valeur optimale de IC50 soit 49,9 µg/mL, ce qui est d'environ 29,9 % 

inférieur à la IC50 de la matière première.  

Les résultats globaux ont révélé que le traitement DIC des rhizomes de R. ribes L. à basse 

pression de vapeur saturante augmente l'activité antioxydante des extraits aqueux, sans 

effet significatif du temps de traitement. Ce résultat est en cohérence avec les résultats 

précédents, où l'échantillon 2 enregistrait la plus faible concentration en TPC et TFC. 
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Figure 45- Diagramme de Pareto (A), effets principaux (B) et surface de réponse (C) pour les 
valeurs de IC50 des échantillons du DOE 2 

Une simple régression de TPC vs IC50 donne un coefficient de corrélation de -0,919, ce 

qui implique une relation relativement forte et négative entre les deux variables 

dépendantes. D’autres chercheurs ont déjà montré qu'il existe une corrélation positive 

entre le contenu phénolique total et la capacité antioxydante (Öztürk et al., 2007).  

Une autre régression simple de TFC vs IC50 donne un coefficient de corrélation de -0,778, 

impliquant une relation moyennement forte et négative entre les deux variables.  

De ces résultats, il convient de conclure que le TPC est le facteur principal pour la 

détermination de l'activité antioxydante d'un extrait, tandis que le TFC est un facteur 

secondaire, ce qui implique que les principaux polyphénols antioxydants ne sont pas de 

type flavonoïde. Un autre constat peut expliquer la moyenne corrélation entre les valeurs 

de TFC et l’activité antioxydante. En effet, seuls les flavonoïdes ayant une certaine 

structure et présentant en particulier un groupement hydroxyle en une position 

spécifique de la molécule (Aryal et al., 2019), peuvent agir comme donneurs de protons 

et donc présenter une activité antioxydante (Kaur, 2014; Nickavar et al., 2007; Wojdyło 

et al., 2007). 
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2.3. Cinétique d’extraction des rhizomes traités et non traités (MP) 

Le suivi de la teneur en matières solubles (exprimée en °Brix) des solutions d’extraction 

des échantillons traités et non-traités par DIC sur une durée de 24 heures sont présentés 

dans la Figure 46.  

Seuls les points 2, 5 et 6 présentent des valeurs de °Brix plus élevées que celle du point 

MP après 24 heures de macération. De même, les concentrations finales en matières 

solubles des extraits provenant des points 2, 5 et 6 sont plus élevées que celles de tous les 

autres échantillons. Or, ces points sont ceux qui ont été traités avec les plus fortes 

pressions de vapeur saturée (600 et 540 kPa). En se basant sur les résultats du criblage 

phytochimique du DOE 2, nous pouvons noter que les points 2, 5 et 6 sont aussi ceux ayant 

les plus basses valeurs de TPC, TFC et les plus faibles activités antioxydantes. Par 

conséquent, nous pouvons conclure que cette augmentation dans le rendement 

d’extraction ne concerne pas les molécules bioactives à pouvoir antioxydant.  

Sachant que les rhizomes de R. ribes L. contiennent des sucres tel que le fructose, maltose, 

saccharose, etc., nous pouvons supposer que les hautes pressions du traitement DIC ont 

abouti à l’augmentation de l’extraction des sucres solubles dans les solutions de 

macération.  

Ces résultats nous amènent aussi vers une autre hypothèse en relation avec certains 

composés dits polyphénols glycosylés présents dans les matières végétales. En effet, 

Öztürk et al., (2007), ont rapporté la présence du physcion-8-O-glucoside et de l’aloe-

emodin-8-O-glucoside dans les rhizomes de R. ribes L. La disponibilité des parties 

glycosylées, qui est peut être à l’origine de l’augmentation du °Brix des solutions 

d’extraction des points 2, 5 et 6, serait basée sur la dégradation des composés phénoliques 

auxquels elles étaient attachées (Kamal and Allaf, 2013; Usha Rani and Anu Appaiah, 

2012). Ainsi, ce raisonnement expliquerait la raison pour laquelle les extraits 2, 5 et 6, qui 

présentaient les valeurs de TPC et TFC les moins élevées, sont les mêmes à être les plus 

concentrés en matière solubles. Nous pouvons supposer que les fortes pressions de 

vapeur saturée du traitement DIC sont responsables de la libération des fractions 

glycosylées d’une part et, par voie de conséquence, de la dégradation des polyphénols 

auxquels ces sucres étaient joints, d’autre part.  
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Figure 46- Suivi de la teneur en matières solubles (°Brix) des solutions d’extraction des 
échantillons traités et non-traités par DIC sur une durée de 24 heures 

3. Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons présenté les données expérimentales des deux premiers 

plans d’expériences de notre étude. Les résultats couvrent les criblages phytochimiques 

(TPC et TFC) ainsi que les mesures des activités antioxydantes des extraits du DoE 1 et du 

DoE 2. Le suivi de la teneur en matières solubles des solutions d’extraction des 

échantillons du DOE 2 a été également présenté.  

Un manque de répétabilité au niveau des valeurs de TPC, TFC et IC50 des points centraux 

du DOE 1 a été observé. En revanche, ceci n’a pas été le cas au niveau des résultats des 

points centraux du DoE 2 où les rhizomes ont subi un broyage mécanique avant leur 

traitement par DIC. Il convient de conclure que la variabilité provenant de l’hétérogénéité 

de la matière première du DoE 1 a masqué l'effet des variables opératoires du traitement 

par DIC. La pression de vapeur saturée semblait ne pas avoir un effet significatif sur les 

valeurs de TPC des échantillons du DoE 1, contrairement à ce qu’il a été constaté aux 

niveaux des résultats de TFC et de l’activité antioxydante. En effet, les valeurs de ces 

derniers ont été négativement corrélées avec l’augmentation de la pression de vapeur. 

Ceci pourrait être à l’origine de la dégradation des molécules à pouvoir antioxydant, y 

compris les flavonoïdes, ce qui explique la présence d’une corrélation négative.  

D’autre part, les résultats obtenus à partir du DOE 2 ont révélé que la technologie DIC a 

un impact sur l'extractibilité des molécules actives des rhizomes de Rheum ribes L. Il a été 
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possible d'optimiser les paramètres opératoires de la DIC (P = 200 kPa et t = 40 sec) pour 

toutes les variables réponses. En effet, pour les trois facteurs réponses testés, les valeurs 

de TPC, TFC et les activités antioxydantes les plus élevées ont été attribuées aux 

échantillons traités à faible pression. Finalement, le suivi de la teneur en matières solubles 

des solutions d’extraction des échantillons du DoE 2 a montré, qu’après 24 heures de 

macération, seuls les points traités à pression de vapeur saturée élevée, présentent des 

valeurs de °Brix plus importantes que celle du point non traité (MP). Ce résultat nous 

conduit à 2 hypothèses plus ou moins liées : une dégradation des polyphénols glycosylés 

ou une augmentation de l’extraction des sucres solubles dans les solutions de macération. 
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Le troisième plan d’expériences : un 

plan à trois paramètres opératoires
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1. Rappel du dispositif expérimental  

En se basant sur les résultats des deux premiers plans d’expériences, on a envisagé 

d’effectuer un troisième plan d’expériences en adoptant des pressions de vapeur saturée 

encore plus basses que celles employées dans le DoE 2. On a également souhaité d’étudier 

d’une part l’impact de la variation de la teneur en eau « W » des rhizomes broyés sur les 

variables réponses, et d’une autre part la relation qui existe entre la variation de « W » et 

la phase de transition vitreuse « Tg » de la matière. Une macération dans de l’éthanol pur 

d’un échantillon non traité par DIC (MP alcoolique) et selon le même protocole de 

l’extraction aqueuse a été également effectuée. 

2. Variation de l’humidité initiale de la matière première 

2.1. Notion de la température de transition vitreuse 

Par définition, la transition vitreuse est la frontière qui sépare l’état caoutchouteux de la 

matière de son état vitreux. Cette frontière est variable en fonction de la nature de la 

matière et de sa teneur en eau « W ».  

Il existe un certain nombre de modèles qui peuvent être utilisés pour décrire 

mathématiquement les températures de transition vitreuse des mélanges de composants, 

tel que l'équation de Gordon-Taylor (13) qui est généralement utilisée pour la prédiction 

de la Tg d’un mélange de composés (Gordon and Taylor, 1952). Cette équation est basée 

sur la théorie d'additivité des propriétés thermo-physiques de base de chaque composant 

dont l’eau. Pratiquement pour appliquer cette équation, il faut connaitre les températures 

de transition vitreuse (« Tg 1 », « Tg2 », etc.) des corps purs, leurs fractions massiques (« w1 

», « w2 », etc.)  et le coefficient de courbure « k », qui est ajusté à partir de plusieurs valeurs 

mesurées de Tg avec des compositions variables (Schugmann and Foerst, 2022): 

𝑇𝑔 =  
𝑤1 ∗  𝑇𝑔1 + 𝑘 ∗  𝑤2 ∗  𝑇𝑔2 

𝑤1 + 𝑘 ∗ 𝑤2 
 (13) 

2.1. Traitement DIC : Positionnement par rapport à la courbe de la 

transition vitreuse 

La Figure 47-A montre, dans le cas idéal, la position du traitement DIC par rapport à la 

phase de transition vitreuse. Le point A0 représente la matière initiale avant son 
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traitement. Le passage de A0 à B0 illustre la phase d’injection de la vapeur d’eau saturée. 

L’état de la matière en phase de post-injection se traduit par le point B0 où la matière subit 

un transfert de chaleur et de matière, notamment de l’eau condensée. Le passage de B0 à 

C0 représente la chute de pression brutale vers le vide qui est caractérisée par le 

phénomène d’autovaporisation, qui devrait impliquer une texturation et un 

refroidissement immédiat de ce matériau. Ce dernier évolue d'un état de haute 

température-haute humidité (B0), vers un état de basse température–basse humidité (Co) 

(Mounir et al., 2011). Suite à cette chute de pression, le produit traverse la transition 

vitreuse en passant de la zone caoutchouteuse à la zone vitreuse (phénomène de 

vitrification) (Mounir, 2007), au niveau de laquelle le matériau pourra préserver sa 

nouvelle structure (Turnbull and Cohen, 1961). 

 

(A) 

 

(B) 

Figure 47- La position du traitement DIC par rapport à la phase de transition vitreuse dans le 
cas idéal (A) et dans le cas contraire (B) 
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La variation de l’humidité avant le traitement des rhizomes par DIC a été effectuée dans 

le but d’évaluer la possibilité de positionner la matière, en phase B0, dans la zone dite 

caoutchouteuse et dans laquelle la matière se caractérise par un comportement 

rhéologique viscoélastique. Théoriquement, si avant la décompression la matière tombe 

dans la zone vitreuse (B’0) (Figure 47-B), elle sera dans un état assez rigide pour subir un 

bon transfert de chaleur et de matière. Par conséquent la chute de pression ne va pas 

réussir à expanser la matière, dont l’intérêt de faire positionner B0 dans la zone 

viscoélastique.  

Ainsi, un traitement DIC optimisé exige que le produit soit en position B0 dans la zone 

caoutchouteuse donnant ainsi un matériau sujet à la texturation. En outre, il faut que le 

produit en position C0 soit au voisinage de la zone vitreuse aboutissant ainsi à un matériau 

poreux capable de préserver sa nouvelle structure.  

2.2. Détermination de la teneur en eau du matériel traité à chaque stade 

du traitement DIC  

Un des piliers de base du traitement par DIC est la phase d’injection de la vapeur d’eau 

saturée. Cette dernière vient en contact directe avec la paroi froide de la matière où elle 

se condense et se propage à son intérieur. A ce stade, et selon la pression de vapeur d’eau 

saturée préalablement fixée par l’expérimentateur, la teneur en eau de la matière traitée 

augmente pour atteindre un niveau « W’». Ensuite, la chute brutale vers le vide génère le 

phénomène d’autovaporisation qui conduit le produit à céder une quantité d’eau pour 

d’atteindre son équilibre thermique et se trouver finalement à une teneur en eau finale 

« W’’». Il est remarquable que les teneurs en eau de la matière avant et après son 

traitement par DIC subsiste généralement quasiment identique (W≈W’’). La variation de 

la teneur en eau de la matière tout au long du traitement par DIC peut être déterminée en 

appliquant les équations (14) et (15) ci-dessous (Mounir et al., 2011). 

𝑊′ =
(𝐶𝑝(𝑠) +  𝑊𝐶𝑝(𝑒𝑎𝑢))(𝑇𝑡 − 𝑇𝑖)

𝐿
+ 𝑊  (14) 

𝑊′′ =
(𝐶𝑝(𝑠) +  𝑊′𝐶𝑝(𝑒𝑎𝑢))(𝑇𝑒 − 𝑇𝑡)

𝐿
+ 𝑊′  

(15) 

Où W = teneur en eau initiale (niveau A0) (g H2O/g MS) 
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W’ = teneur en eau de la matière après l’injection de vapeur (niveau B0) (g H2O/g MS) 

W’’ = teneur en eau après la chute de pression (niveau C0) (g H2O/g MS) 

Cp(s) = chaleur spécifique du solide (J.kg-1.K-1) 

Cp(eau) = chaleur spécifique de l’eau (J.kg-1.K-1) 

L = chaleur latente de vaporisation ou de condensation de l'eau (J.kg-1) 

Ti = température initiale de la matière (K) 

Tt = température du traitement (K) 

Te = température de la matière à l’équilibre (K) 

2.3. Estimation de la température de transition vitreuse des rhizomes de 

Rheum ribes L.  

Dans notre étude il s’agit d’une matrice végétale complexe formée d’un mélange de 

composant de différentes natures. Par conséquent, une détermination précise de la 

température de transition vitreuse (Tg) des rhizomes de R. ribes L. reste compliquée 

surtout que jusqu’à présent, les chercheurs ont été plutôt intéressés par l’identification 

des composants des extraits des rhizomes plus que la détermination de la composition 

des rhizomes eux-mêmes.  

En se basant sur diverses études, on a pu prédire la composition des rhizomes de R. ribes 

L. (Andiç et al., 2009; Erecevit and Kırbağ, 2017; Keser et al., 2019). Les températures de 

transition vitreuse (Tg) des carbohydrates non structurés constitués d'un seul ou de 

plusieurs monomères et d'un type de liaison glycosidique (Tg (glucose) =38.87°C, Tg 

(maltose) = 97.02°C (Schugmann and Foerst, 2022), Tg (fructose) = 5°C (Roustapour et al., 

2006) , Tg(saccharose) = 60°C (Roe and Labuza, 2007), etc…), des carbohydrates 

structurés (Tg(cellulose) = 210°C (Szcześniak et al., 2008)) et des protéines végétales 

(Tg(protéine végétales) = 100 °C (Guilbert, 2002) ont été déjà étudiées.  

La formule de Gordon-Taylor permet de réaliser une évaluation approximative de la Tg 

des rhizomes broyés quand ils sont totalement secs (W= 0 g H2O/g MS) (16). Puisqu’il 

s’agit d’une estimation de la valeur de Tg, seuls les composants principaux des rhizomes, 

mentionnés dans les études de Andiç et al., (2009) et Jalill et al., (2015), ont été pris en 

considération. La Tg moyenne des sucres totaux a été calculée en considérant les Tg du 

maltose, du fructose, du glucose et du saccharose, dont la présence dans les rhizomes de 
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R. ribes L a été signalée par des études antérieures. De plus, nous supposons que la 

cellulose représente la catégorie des fibres brutes des rhizomes. Nous avons supposé que 

le coefficient de courbure « k » est égal à 1. 

𝑇𝑔 =
%𝑚(𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠) ∗  𝑇𝑔(𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠) +  %𝑚(𝑠𝑢𝑐𝑟𝑒𝑠) ∗ 𝑇𝑔(𝑠𝑢𝑐𝑟𝑒𝑠)𝑚 +  %𝑚(𝑓𝑖𝑏𝑟𝑒𝑠) ∗  𝑇𝑔(𝑓𝑖𝑏𝑟𝑒𝑠) 

∑ %𝑚
 (16) 

=  
1,29 ∗ 100 + 1,98 ∗ 50 + 2,51 ∗ 210

5,78
= 130,65 °𝐶  

Où %m (protéines) = pourcentage massique des protéines végétales 

Tg (protéines) = température de transition vitreuse des protéines végétales 

%m (sucres) = pourcentage massique des sucres totaux 

Tg (sucres)m = température de transition vitreuse moyenne des sucres totaux 

%m (fibres) = pourcentage massique des fibres brutes 

Tg (fibres) = température de transition vitreuse des fibres brutes 

Etant donné que la Tg de l’eau est estimée à -139°C (Angell, 2002), cela implique que plus 

l’humidité du produit est élevée, plus sa Tg diminue.. Ainsi la teneur en eau de la matrice 

et sa Tg sont inversement proportionnelles. Par exemple, en passant de 0,2 g H2O/g MS 

(teneur en eau initiale des rhizomes) à 2,2 g H2O/g MS, la « Tg » de la matière va diminuer 

de 85°C à –55°C (Figure 48). 

 

Figure 48- La variation de la température de transitions vitreuse « Tg » des rhizomes en fonction 
de leur teneur en eau « W » 
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3. Criblage phytochimique et activité antioxydante 

3.1. Teneur phénolique totale 

Les résultats de la méthode de Folin Cio-Calteu pour la détermination de la teneur 

phénolique totale des échantillons du DOE 3 figurent dans le Tableau 22.  Il est 

remarquable que le solvant d’extraction des échantillons non-traités présente une 

influence majeure sur leur teneur phénolique totale. Cette dernière est de 160% plus 

élevée dans l’extrait alcoolique non-traité (MP alcoolique) que dans l’extrait aqueux non-

traité (MP aqueuse).  

Ce résultat est similaire à celui d’une étude réalisée par Oktay et al., (2007), dans laquelle 

l’effet du solvant d’extraction sur la teneur phénolique de plusieurs parties de la plante de 

R. ribes L. a été étudié. L’extrait éthanolique des rhizomes était trois fois plus concentré 

en molécules phénoliques que l’extrait aqueux. La différence entre les teneurs 

phénoliques des échantillons éthanoliques et aqueux observée dans l’étude d’Oktay et al., 

(2007), est supérieure à celle enregistrée dans notre étude et cela peut revenir à plusieurs 

raisons, comme l’adoption de différentes méthodes de préparation des extraits. 

Pareillement, un résultat semblable sur une autre espèce de Rheum, a été menée par 

Rajkumar et al., (2011) qui ont montré que la teneur phénolique totale de l’extrait 

alcoolique de rhizomes de Rheum emodi W. est le double de celle de l'extrait aqueux. 

Diverses autres études menées sur d’autres plantes ont rapporté des valeurs de TPC plus 

élevées dans les extraits alcooliques que dans les extraits aqueux (Addai et al., 2013; Cho 

et al., 2020; Krishnaiah et al., 2011). 

Un autre but de la préparation de l’extrait MP alcoolique était de comparer sa teneur 

phénolique avec ceux des autres échantillons traités par DIC. La Figure 49 montre que la 

valeur de TPC de l’échantillon alcoolique était significativement plus élevée que celle des 

échantillons traités, même ceux qui ont enregistré des teneurs plus élevées que celle de 

MP aqueuse. Ceci signifie que l'effet du solvant d'extraction sur la disponibilité des 

polyphénols est bien supérieur à l'effet que le traitement par DIC a pu apporter. Plusieurs 

études ont montré que la polarité des solvants influence l'efficacité d'extraction des 

composés phénoliques (Kaczorová et al., 2021). Certaines références ont rapporté que la 

teneur phénolique totale augmente principalement avec l'augmentation de l'indice de 

polarité du solvant (polarité (éthanol) > polarité (méthanol) > polarité (acétone)) et 
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diminue soudainement à de très hautes polarités (Wakeel et al., 2019). En effet, l’eau est 

considérée le solvant le plus polaire avec un indice de polarité de 10,2 contre 4,3 pour 

l’éthanol absolu (Ngo et al., 2017). En revanche, d’autres études ont prouvé que le 

méthanol (Babbar et al., 2014; Mohammed et al., 2022; Savitri et al., 2019) et l’acétone 

(Sasadara and Wirawan, 2021) soient des meilleurs solvants d’extraction des composés 

phénoliques que l’éthanol. Or, les résultats des différentes recherches dépendent des 

matrices végétales étudiées ainsi que de la nature des composés phénoliques qu’elles 

contiennent. En effet, le méthanol s'est généralement avéré plus efficace dans l'extraction 

des polyphénols de faibles poids moléculaire et l'acétone dans l'extraction des 

polyphénols de poids moléculaire élevé (Do et al., 2014). 

Toutefois, des études ont rapporté que les solvants organiques absolus sont moins 

efficaces dans l’extraction des composés phénoliques que les solvants présentant une 

fraction aqueuse (Sultana et al., 2009). Dans les travaux de Ngo et al., (2017), les teneurs 

phénoliques totales des extraits hydroalcooliques (50% éthanol) étaient plus élevées que 

celles des extraits préparés dans de l’éthanol pur. Les mêmes résultats ont été aussi 

observés dans l’extraction avec l’acétone pure et 50% acétone (Ngo et al., 2017).  

Si on compare les teneurs phénoliques des échantillons aqueux traités et non-traités, on 

remarque que comme pour le cas du DoE 2, les valeurs de TPC des points centraux traités 

avec les mêmes conditions expérimentales sont répétables (Figure 49). A part des points 

centraux, les points 6, 9, 15 et 20 ont été ceux ayant les teneurs phénoliques les plus 

élevées et également les seules à avoir des valeurs de TPC respectivement de 8,91%, 

3,36%, 3,57% et 8,14% supérieures à celle de la matière aqueuse non traitée. La plus 

basse valeur de TPC a été enregistrée pour le point 18 (75,91±0,30 mg EAG/g extrait) 

ayant une teneur en eau égale à 1,8 g H2O/ g MS et traité avec une pression de vapeur 

saturée de 300 kPa pour une durée de 26 secondes. Les autres points qui ont été traités 

avec des hautes pressions (les points 2, 3, 5, 11, 12, 14 et 21 et les points centraux) ont 

également montré des valeurs de TPC plus basses que celle de MP aqueuse. 
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Figure 49- Teneurs phénoliques totales des différents échantillons traités et non traités (MP) par 
DIC (DOE 3) 

Le diagramme de Pareto illustre l’effet de la variation des trois paramètres opératoires 

sur les valeurs de TPC (Figure 50-A). La variation de la pression de vapeur saturée et de 

la teneur en eau des échantillons, présentent des effets significatifs sur les valeurs de TPC. 

En effet, les tracés des effets principaux (Figure 50-B) montrent que des corrélations 

négatives existent entre la variation de ces deux derniers paramètres et la teneur 

phénolique des échantillons.  

Pour mieux évaluer l’effet de la variation de la teneur en eau des échantillons, prenons les 

points 8 et 20 qui ont subi le même traitement DIC en termes de pression et de temps de 

traitement et qui ont des teneurs en eau de 1,8 et 0,6 g H2O/g MS respectivement. Il est 

remarquable qu’entre ces deux échantillons la valeur de TPC la plus élevée correspond à 

l’échantillon 20, celui dont la teneur en eau est la moins élevée. Ce raisonnement 

s’applique également sur les points 11 et 18. En effet, la Figure 51 montre les différentes 

étapes du traitement des échantillons 11 et 18 avec les mêmes conditions opératoires de 

la DIC. Les polyphénols totaux ont été probablement plus disponibles dans l’échantillon 

11 puisqu’en position C le produit se situe au voisinage de la température de transition 

vitreuse et par la suite il pourra préserver l’expansion créer par le traitement DIC. Par 

conséquent, l’extraction donnera un meilleur rendement que celui du point 18 qui 

n’affranchit pas la zone vitreuse en position C. Cependant ce raisonnement ne s’applique 

pas pour divers autres échantillons, à titre d’exemple les échantillon 9 et 15 d’une part et 
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12 et 14 d’une autre part. Cela reflète que la variation de la teneur en eau n’a pas 

énormément d’effet sur les valeurs de TPC même qu’elle soit statistiquement significative. 

 

Figure 50- Diagramme de Pareto (A), tracé des effets principaux (B) et la méthode de surface de 
réponse (C) pour les teneurs phénoliques totales des échantillons du DOE  3 

 

 

Figure 51- Position des traitements DIC des échantillons 11 et 18 par rapport à la courbe de 
transition vitreuse (T,W)g des rhizomes de R. ribes L. 

En revanche, l’effet négatif de la pression sur les teneurs phénoliques des échantillons est 

vrai pour tous les échantillons traités. Prenons par exemple les points 11 et 20, les points 
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5, 6 et les points centraux, les points 12 et 15 et finalement les points 8 et 18. Cela 

s’explique dans le diagramme de Pareto qui montre que la variation de la pression 

présente le niveau de significativité le plus important.  

La variation du temps de traitement est non significative, comme dans la plupart des cas 

où on a traité des rhizomes finement broyés.  

L'équation polynomiale (17) estimée à partir de la méthode de surface de réponse de 

(Figure 50-C) indique avec R2= 86% la haute qualité d'ajustement du modèle de TPC.  

Les résultats des teneurs phénoliques totales des échantillons du DoE 3 sont cohérents 

avec les résultats du DoE 2. En effet, les dernières valeurs de TPC ont encore une fois 

souligné le fait que le traitement DIC des rhizomes de R. ribes L., à basse pression de 

vapeur saturée, permet une augmentation de l'extractibilité du contenu phénolique. 

𝑇𝑃𝐶 = 115,253 − 0,28𝑃 +  0,456𝑡 − 5,477 𝑊 + 0,0006𝑃2 − 0,0037𝑃𝑡 +

0,03 𝑃𝑊 + 0,024𝑡2 − 0,439 𝑡𝑊 + 2,07 𝑊2 
(17) 

L'équation (17) a également confirmé que les conditions DIC de pression de vapeur 

saturée de P = 105 kPa et de temps de traitement de t = 30 s et une teneur en eau initiale 

des rhizomes de W= 0,2 g H2O/g MS se rapportent à la valeur optimale de TPC de 113 mg 

EAG/g extrait, qui est environ de 31 % plus élevée que celle de la matière première 

aqueuse. D’ailleurs, l’amélioration que le DoE 2 a apporté au niveau des teneurs 

phénoliques des échantillons (100,5 mg EAG/g extrait avec un optimum de pression de 

P= 200 kPa) est inférieure à celle du DoE 3, ceci confirme l’intérêt de traiter les rhizomes 

avec des faibles pressions de vapeur saturée. 

3.2. Teneur totale en flavonoïdes 

Le Tableau 22 résume les résultats de la méthode colorimétrique de chlorure 

d’aluminium pour le dosage des flavonoïdes totaux dans les extraits de rhizomes de R. 

ribes L. traités et non traités (MP alcoolique et MP aqueuse) par DIC.  

Comme pour le cas des teneurs phénoliques totales des échantillons non traités aqueux 

et alcoolique, on remarque que la teneur totale en flavonoïdes de ce dernier est de 87% 

plus importante que celle du point MP aqueux. D’une autre part, on constate que 

l’échantillon alcoolique est également beaucoup plus riche en flavonoïdes que tous les 

autres échantillons traités par DIC et même ceux qui présentent des valeurs de TFC 
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supérieures à celle de l’échantillon MP aqueux. À ce niveau, nous pouvons également 

conclure que l'effet du solvant d'extraction sur la disponibilité des flavonoïdes dans les 

extraits dépasse celui du traitement DIC même dans les conditions opératoires optimales.  

Dans une autre étude, les teneurs totales en flavonoïdes de l’extrait éthanolique (5,38 mg 

Equivalent Rutine/g) de courge amère étaient également beaucoup plus importantes que 

celles de l’extrait aqueux (0,66 mg ER/g) (Tan et al., 2014). En effet, dû au manque de 

solubilité des flavonoïdes dans les solutions aqueuses, leurs utilisations en industrie 

pharmaceutique ont été fortement limitées (Emeraux, 2019). 

Quand nous passons à la comparaison des extraits aqueux traités par DIC, on remarque 

qu’il existe une bonne répétabilité entre les valeurs de TFC des points centraux (Figure 

52). En plus, nous constatons que les valeurs de TFC des échantillons 6, 8, 9, 15 et 20 sont 

les seules à être supérieures à la TFC de l’échantillon MP aqueux.  

 

Figure 52- Les teneurs totales en flavonoïdes des différents échantillons traités et non traités 
(MP) par DIC (DOE 3) 

Ces points partagent le fait qu’ils soient traités avec des basses pressions/ basses 

températures (100 et 150 kPa ce qui vaut respectivement 99,5 et 111 °C). Le reste des 

points traités avec 225, 300 et 350 kPa (correspondant à 124, 133 et 139 °C 

respectivement) ont donné des valeurs de TFC inférieures à celle de l’échantillon MP 

aqueux. En effet, on constate que l’influence de la température en terme de dégradation 

des flavonoïdes est bien révélée, sachant qu’il s’agit de molécules thermosensibles, 

susceptibles à la dégradation surtout au-delà de 100°C (Chaaban et al., 2017). Ainsi, et 
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comme le montre le diagramme de Pareto de la Figure 53-A, la variation de la pression 

de vapeur saturée est le paramètre opératoire qui influence le plus les valeurs de TFC des 

points traités. Une corrélation négative existe entre les valeurs de TFC et la pression de 

vapeur saturée (Figure 53-B). 

 

Figure 53- Diagramme de Pareto (A), tracé des effets principaux (B) et la méthode de 
surface de réponse (C) pour les teneurs totales en flavonoïdes des échantillons du DOE 3 

Pareil aux résultats des teneurs phénoliques totales, l’effet de la variation de la teneur en 

eau initiale des échantillons (W) n’a pas montré un effet statistiquement significatif sur 

les valeurs de TFC. Peut-être que l’effet majeur de la pression de vapeur saturée nous a 

empêchés de bien évaluer l’influence de la variation de la teneur en eau sur les valeurs de 

TFC. On s’attendait par exemple à de meilleures valeurs de TFC pour les points 14 et 21, 

puisque leurs teneurs en eau initiale sont faibles et par conséquent, il est fortement 

probable qu’ils soient, en positions C, respectivement au voisinage et dans la zone vitreuse 

de la matière (W≈W’’) (Figure 54). En revanche, la forte pression (350 kPa) appliquée sur 

les points 14 et 21 a peut-être atténué tout autre effet possible.  
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Figure 54- Position des traitements DIC des échantillons 14 et 21 par rapport à la courbe de 
transition vitreuse (T,W)g des rhizomes de R. ribes L. 

Toutefois, si on compare les teneurs en flavonoïdes des échantillons 8 et 20, ayant W= 1,6 

et 0,8 g H2O/g MS respectivement, traités avec une basse pression de vapeur saturée (P= 

150 kPa et t = 26 s), on remarque que la TFC la plus élevée est celle de l’échantillon 20. 

Nous croyons dans ce cas-là que la basse pression appliquée n’a pas pu atténuer l’effet de 

la variation de W. Par conséquent, on suppose que les flavonoïdes étaient plus disponibles 

dans le cas de l’échantillon 20 puisqu’en position C, ce dernier se situe au voisinage de la 

zone vitreuse des rhizomes (Figure 55). 

 

Figure 55- Position des traitements DIC des échantillons 8 et 20 par rapport à la courbe de 
transition vitreuse (T,W)g des rhizomes de R. ribes L. 
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L'équation polynomiale (18) estimée à partir de la méthode de surface de réponse de 

(Figure 53-C) indique avec R2= 91,61% la haute qualité d'ajustement du modèle de TFC.  

Les résultats des teneurs totales en flavonoïdes des échantillons du DoE 3 sont cohérents 

avec les résultats du DoE 2 qui ont également montré que plus la pression de vapeur 

saturée est élevée, moins les flavonoïdes sont disponibles. 

𝑇𝐹𝐶 = 84,985 − 0,254𝑃 +  1,049𝑡 + 12,67 𝑊 + 0,00029𝑃2 − 0,0030𝑃𝑡 +

0,0055 𝑃𝑊 −  0,028𝑡2 − 0,453 𝑡𝑊 - 2,07 𝑊2 
(18) 

L'équation (18) nous informe sur les conditions optimales de la DIC se rapportent à une 

valeur optimale de TCF de 81,21 mg EQ/g extrait, qui est environ de 18 % plus élevée que 

celle de la matière première.  

3.3. Activité antioxydante  

Les pouvoirs de piégeage des radicaux libres de DPPH de chacun des extraits traités, non 

traités (MP alcoolique et MP aqueuse) et du contrôle positif (l’acide ascorbique) sont 

exprimés par leur IC50 (Tableau 22) 

L’activité antioxydante de l’échantillon éthanolique est trois fois plus élevée que celle de 

l’échantillon aqueux (Figure 56). En effet, l’activité antioxydante des extraits de plantes 

dépend de leur concentration en agents antioxydants, particulièrement en métabolites 

secondaires. En se basant sur nos résultats précédents, et après avoir comparé les teneurs 

phénoliques totales des extraits MP alcoolique et aqueux, on trouve que c’est logique que 

l’extrait éthanolique soit plus performant que l’extrait aqueux en termes de piégeage des 

radicaux libres. Un résultat similaire a été rapporté par Oktay et al., (2007). 
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Figure 56- Les valeurs de IC50 des différents échantillons traités et non traités (MP) par DIC 
(DOE 3) 

L’acide ascorbique utilisé comme contrôle positif a enregistré une activité antioxydante 

supérieure à celles de tous les échantillons traités par DIC (Figure 56). La IC50 de l’acide 

ascorbique est de 88,4 % moins inférieure que celle de l’échantillon 6. De même, l’activité 

antioxydante du contrôle positif est supérieure à celle de MP alcoolique. Il est 

remarquable que le décalage observé entre ces deux valeurs soit moins important que 

celui enregistré entre le contrôle positif et MP aqueuse. Ainsi, l’activité antioxydante de 

l’acide ascorbique est de 4 fois supérieure à celle de MP alcoolique et jusqu’à 10 fois plus 

importante que celle de MP aqueuse. D’autres types d’extraits de rhizomes de R. ribes L. 

(méthanolique et chloroformique) n’ont également pas réussi à dépasser le pouvoir 

antioxydant de l’acide ascorbique (Öztürk et al., 2007). 

Les points traités par DIC ont également tous montré un pouvoir antioxydant plus faible 

que l’extrait MP alcoolique ce qui confirme que l’effet du solvant d’extraction sur l’activité 

antioxydante a été plus important que celui du traitement par DIC.  

Il est remarquable que les valeurs de IC50 soient répétables entres les points centraux 

traités avec les même conditions opératoire (Figure 56). Hormis les points centraux, les 

valeurs de IC50 des points 2 (71,93±0,56 µg/mL), 5(64,83±0,31µg/mL) et 18 (76,77±1,45 

µg/mL) ont été les seules supérieures à celle de MP aqueuse. Ces trois échantillons ont été 

traités avec des hautes pressions de vapeur saturée (225, 350 et 300 kPa respectivement) 

et par la suite la dégradation des molécules thermosensibles à pouvoir antioxydant aurait 
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pu être causée par les hautes températures. En revanche, il est remarquable que les 

activités antioxydantes des points 11, 12, 14 et 21 ont été meilleurs que les points 

précédents, même qu’ils soient traités avec des hautes pressions de vapeur saturée (300 

et 225 kPa). Or, les composés phénoliques ne sont pas les seuls contributeurs au pouvoir 

antioxydant des extraits (Terpinc et al., 2012) et cela peut être confirmé par le manque de 

corrélation (R = -0,52) qui existe entre les valeurs de TPC et IC50 (Figure 57), qui a été 

également observé dans les travaux de Terpinc et al., (2012).  

 

Figure 57- Régression simple entre les valeurs de TPC et IC50 des échantillons traités par DIC 

Pour concrétiser ce raisonnement, il suffit de prendre l’exemple du point 14 qui a donné 

de très basses valeurs de TPC et TFC mais une activité antioxydante élevée. Ceci dit que 

les hautes pressions ont augmenté la disponibilité d’agents antioxydants n’appartenant 

pas à la famille des polyphénols. Une autre théorie peut être à l'origine de l'augmentation 

de l'activité antioxydante des échantillons traités avec une pression de vapeur saturée 

élevée est que les produits de dégradation des polyphénols se sont révélés être des agents 

antioxydants plus puissants que les molécules d’origine elles-mêmes (Hanuka Katz et al., 

2020). En revanche, cette idée ne s’applique que sur les échantillons peu humides traités 

avec des pressions élevées ce qui rend le premier raisonnement plus logique. 

En plus, nous avons remarqué que les activités antioxydantes sont faibles quand un 

traitement combine à la fois des hautes pressions de vapeur saturée et des teneurs en eau 

élevées (comme pour le cas des échantillons 2, 5 et 18). Cela peut être expliqué par le 

diagramme de Pareto qui montre l’effet négatif de l’augmentation de W sur l’activité 
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antioxydante des échantillons (Figure 58-A) et le tracé des effets principaux qui révèle 

également la corrélation positive entre W et IC50 (Figure 58-B). En effet, on suppose 

qu’après le traitement par DIC des échantillons 2, 5 et 18, ces derniers étaient, en position 

C, dans la zone caoutchouteuse de la matière ce qui ne les a pas permis de conserver leur 

nouvelle structure. Par conséquent les molécules à pouvoir antioxydant, hormis les 

polyphénols, n’ont pas été mieux extraites comme dans le cas des points 11, 14 et 21. 

 

Figure 58- Diagramme de Pareto (A), tracé des effets principaux (B) et la méthode de surface 
de réponse (C) pour les teneurs totales en flavonoïdes des échantillons du DOE 3 

Les échantillons traités avec des basses pressions de vapeur saturée (points 8, 9, 15 et 20) 

ont tous enregistré des activités antioxydantes supérieures à celle de MP aqueuse. En 

effets, les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes ont été attribués aux mêmes 

échantillons montrant des activités antioxydantes importantes. Le diagramme de Pareto 

(Figure 58-A) montre que la variation de pression de vapeur saturée a un effet significatif 

sur les valeurs de IC50. De plus, le graphique des effets principaux (Figure 58-B) révèle 

que l'IC50 des rhizomes traités est corrélée positivement avec la pression de vapeur 

saturée. L'équation polynomiale estimée à partir du RSM est présentée en (19) avec R2 = 

80% ce qui indique que le modèle ajusté explique bien la variabilité des IC50. 

𝐼𝐶50 = 108,46 − 0,15𝑃 − 4,20𝑡 − 0,18W −  0,000045𝑃2 + 0,0098 𝑃𝑡

+ 0,021 𝑃𝑊 + 0,0487𝑡2  +  0,27 𝑡𝑊 −  1,77  𝑊2 
(19) 
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Les résultats de la méthodologie de surface de réponse (Figure 58-C) ont confirmé que 

les conditions optimales du traitement DIC tel que P = 100 kPa et t = 30 s avec une teneur 

en eau initiale des rhizomes de W= 0,2 g H2O/g MS se rapportent à une valeur optimale 

de IC50 de 41,5 µg/mL, ce qui est d'environ 36 % inférieur à l'IC50 de la matière première.  
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Tableau 22- Conditions expérimentales des différents essais du DoE 3 avec le contenu phénolique total (TPC), le contenu total en flavonoïdes (TFC) et la IC50 des extraits 
traités et non traités (MP alcoolique et MP aqueuse) par DIC 

 Essai n° Pression 

(kPa) 

Temps 

(s) 

W 

(g H2O/g MS) 

TPC  

(mg EAG/g 

extrait) 

TFC  

(mg EQ/g extrait) 

IC50 

(µg/mL) 

Points centraux 

1  

225 20 1,2 

79,29±0,96 68,21±0,74 59,54±1,20 

4 77,57±1,51 68,10±0,50 59,64±0,17 

7 79,81±1,20 68,15±0,83 59,69±1,20 

10 79,54±1,44 70,63±0,81 60,55±0,22 

13 78,18±1,15 67,89±0,40 59,34±0,48 

16 78,70±0,55 68,54±0,51 61,82±0,07 

19 79,14±1,05 68,25±1,40 59,72±0,50 

22 80,01±1,07 69,10±0,94 60,02±0,25 
 2 225 30 1,2 81,49±1,10 63,48±0,36 71,93±0,56 

3 225 20 2,2 81,11±0,23 64,04±1,53 61,36±0,09 

5 350 20 1,2 81,39±0,63 64,92±1,32 64,83±0,31 

6 100 20 1,2 93,93±0,66 78,93±0,36 51,73±0,63 

8 150 26 1,8 84,20±0,71 70,15±0,64 56,24±0,61 

9 150 14 0,6 89,14±0,24 72,51±0,19 59,13±0,23 

11 300 26 0,6 82,76±0,30 69,61±1,82 60,66±0,25 

12 300 14 1,8 82,05±0,28 64,72±0,27 62,72±0,25 

14 300 14 0,6 80,31±0,84 61,86±0,23 58,19±0,40 

15 150 14 1,8 89,32±0,40 74,36±1,11 57,99±0,32 

17 225 10 1,2 79,78±0,64 65,28±0,53 55,76±0,22 

18 300 26 1,8 73,91±0,30 66,00±0,42 76,77±1,45 

20 150 26 0,6 93,26±1,31 74,69±0,41 51,65±0,37 

21 225 26 0,2 79,50±0,57 65,87±0,39 53,06±0,89 

MP alcoolique - - 0,2 224,51±0,82 129,01±1,18 23,28±0,13 

MP aqueuse - - 0,2 86,24±1,11 68,83±0,77 64,81±0,53 
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4. Activité antimicrobienne des extraits de rhizomes de R. ribes L. 

Suite aux résultats du criblage phytochimique et de l’activité antioxydante des 

échantillons du DoE 3, nous avons choisi d’évaluer l’activité antibactérienne des six 

échantillons suivants : trois échantillons présentant des valeurs élevées de TPC, TFC et 

d’activités antioxydantes (les points 6, 15 et 20), un échantillon central (le point 22) et les 

deux échantillons MP aqueux et alcoolique.  

Afin de tester la sensibilité des souches pures de S. aureus et E. coli contre les différents 

extraits, deux méthodes ont été adoptées. Le but de ces dernières était de déterminer les 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la croissance bactérienne et les 

concentrations minimales bactéricides (CMB). Par définition la CMI est la plus faible 

concentration inhibant ≥80% la croissance bactérienne par rapport au contrôle négatif 

(Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). Par contre, la CMB est définie comme la 

plus faible concentration de l’extrait capable de tuer complètement les cellules 

bactériennes testées (Sykes and Rankin, 2014).  

4.1. Macro-dilution en bouillon 

4.1.1. Macro-dilution en bouillon des extraits aqueux 

4.1.1.1 Effet des extraits aqueux sur S. aureus 

La Figure 59 représente le taux d’inhibition de la croissance de S. aureus que chacun des 

extraits aqueux a exercé.  

L’inhibition de la croissance bactérienne au niveau de tous les extraits s’avère d’une 

manière dose dépendante. Toutefois, aucun des échantillons aqueux, même à la 

concentration la plus élevée (2000 µg/mL) n’a réussi à inhiber plus que 40% de la 

croissance bactérienne, et par conséquent la CMI d’aucun des extraits n’a pu être 

identifiée aux concentrations testées. Dans une étude de Önem et al., (2020), la CMI de la 

croissance d’une même souche de S. aureus (ATCC 25923) d’un échantillon aqueux de 

rhizome de R. ribes L. était de 750 µg/mL.  Ce résultat contredit ceux présentés dans la 

Figure 59. Cela peut être dû à plusieurs facteurs : en effet, le protocole d’extraction des 

rhizomes peut affecter considérablement le pouvoir antibactérien des extraits. 
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Figure 59- Effet des extraits aqueux de rhizomes de R. ribes L. traités et non traités (MP aqueuse) 
par DIC sur la croissance de S. aureus.  

Les bactéries S. aureus ont été inoculées dans le bouillon Mueller Hinton avec les concentrations 
indiquées d’extraits (µg/mL) avant d’être incubées à 37°C pendant 24 h. Des bactéries inoculées 
dans le bouillon Mueller Hinton ont servi de contrôle négatif. Les histogrammes représentent les 

moyennes de trois répétitions (± écart type). Les différences statistiquement significatives entre les 
mêmes concentrations des points traités par DIC et MP aqueuse sont représentées par : 

* si 0,01<p<0.05 et ** si 0,001<p<0,01 

Dans l’étude de Önem et al., (2020), les rhizomes ont été extraits dans un bain 

ultrasonique, contrairement à nos travaux, où les extraits ont été issus d’une simple 

macération à température ambiante. Noori et al., (2022) ont montré que l’extraction 

ultrasonique produit des extraits de rhizomes de R. ribes L. plus riches en composés 

phénoliques et, par conséquent, exerçant des activités antioxydantes plus importante que 

celles des extraits issus d’une simple macération. Cela explique la contradiction observée 

au niveau de nos travaux et ceux de Önem et al., (2020), sachant que les polyphénols sont 

des contributeurs principaux aux activités antibactériennes des extraits de plantes 

(Abdulla et al., 2014; Xie et al., 2017). La différence entre les régions de collecte des 

rhizomes peut également être liée au manque de similarité entre les résultats, s’avérant 

que le contenu phénolique d’une même espèce de R. ribes L. est susceptible d’être variable 

entre les pays, en réponse aux différents niveaux de stress hydrique et thermique 

(Oloumi, 2011) (Tableau 5).  
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Si on compare l’activité antibactérienne des différents extraits à la concentration la plus 

élevée on remarque que seuls les extraits DIC6 et DIC20 ont significativement dépassé le 

pouvoir d’inhibition de la croissance de S. aureus de la matière première non traitée. Ces 

deux points ont été traités respectivement à 100 et à 150 kPa, c’est-à-dire à des pressions 

de vapeur saturée très basses et cela correspond bien aux résultats précédents où ces 

deux échantillons ont enregistré les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes les plus 

élevées et les activités antioxydantes les plus importantes.  

En revanche, l’échantillon DIC22 (représentant les points centraux) a montré un pouvoir 

d’inhibition légèrement inférieur à celui de MP aqueuse à une concentration de 2000 

µg/mL. Eventuellement, la valeur de TPC de l’échantillon 22 est bien inférieure à celle du 

point MP aqueux, ainsi que sa teneur totale en flavonoïdes, qui est légèrement supérieure 

à celle du point aqueux non-traité par DIC. Par contre, on ne s’attendait pas que l’activité 

antibactérienne de l’échantillon 15 soit inférieure à celle du point MP aqueux (différence 

statistiquement significative aux niveaux des concentrations 500, 1000 et 2000 µg/mL), 

surtout que le point 15 est plus riche en polyphénols, plus particulièrement en 

flavonoïdes, que l’échantillon aqueux non-traité. Toutefois, nous supposons que cela est 

le résultat des conditions de traitement du point 15 qui ont peut-être diminué l’extraction 

des phyto-constituants antibactériens agissant sur S. aureus. 

4.1.1.2 Effet des extraits aqueux sur E. coli 

La Figure 60 représente le taux d’inhibition de la croissance de E. coli effectué par chacun 

des extraits aqueux.  

Comme dans le cas de S. aureus, la CMI d’aucun des extraits aqueux n’a pu être atteinte 

aux concentrations testées. Ce qui est très remarquable est que le pourcentage 

d’inhibition de E. coli est relativement inférieur à celui de S. aureus. À titre d’exemple, 

l’extrait DIC20 à une concentration de 2000 µg/mL a pu inhiber 40% de la croissance 

bactérienne de S. aureus alors que dans le cas de E. coli le pouvoir d’inhibition du même 

extrait à la même concentration est inférieur à 8%. Cela suggère la possibilité que les 

extraits aqueux de rhizomes de R. ribes L. soient plus efficaces dans l’inhibition de la 

croissance des bactéries gram positif que les bactéries gram négatif. Ce constat est en fait 

cohérent avec celui d’autres études (Abdulla et al., 2014; Alaadin et al., 2007; Azadpour et 

al., 2020; Önem et al., 2020; Sayyahi et al., 2019). 
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Figure 60- Effet des extraits aqueux de rhizomes de R. ribes L. traités et non traités (MP 
aqueuse) par DIC sur la croissance de  E. coli. 

Les bactéries E. coli ont été inoculées dans le bouillon Mueller Hinton avec les concentrations 
indiquées d’extraits (µg/mL) avant d’être incubées à 37°C pendant 24 h. Des bactéries inoculées 
dans le bouillon Mueller Hinton ont servi de contrôle négatif. Les histogrammes représentent les 
moyennes de trois répétitions (± écart type). Les différences statistiquement significatives entre 

les mêmes concentrations des points traités par DIC et MP aqueuse sont représentées par  
* si 0,01<p<0.05 et ** si 0,001<p<0,01 

 

Si on compare l’activité antibactérienne des différents extraits à la concentration la plus 

élevée (Figure 60), on remarque que tous les extraits ont dépassé le pouvoir d’inhibition 

du point MP aqueux à la même concentration. En revanche, seul l’extrait DIC22 (un point 

central) a significativement dépassé le pouvoir d’inhibition de la matière première 

aqueuse non traitée (p<0,05). La valeur de TPC du point 22 est inférieure à celle de MP 

aqueuse, toutefois son pouvoir antioxydant est plus important que celui du point aqueux 

non traité. Nous supposons ainsi que, soit la croissance de E. coli a été inhibée par des 

agents antioxydants hormis les polyphénols, ou bien que les molécules produites par la 

dégradation thermique (P=225 kPa) affecte bien la croissance de cette souche 

bactérienne. C’est vrai que les autres extrait aqueux (DIC6, DIC15 et DIC20) présentent 

des pouvoirs antioxydants supérieurs à celui de DIC22, mais cela est peut-être le résultat 

de leur teneur phénolique élevée.  
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4.1.2. Macro-dilution en bouillon de l’extrait alcoolique 

4.1.2.1 Effet sur S. aureus de l’extrait alcoolique 

Les activités antibactériennes de l’échantillon alcoolique non-traité par DIC (MP 

alcoolique) et du contrôle négatif sont présentées dans la Figure 61  

Contrairement aux extraits aqueux, l’extrait alcoolique a prouvé son efficacité dans 

l’inhibition de la croissance de S. aureus. Il est remarquable que la capacité d’inhibition de 

l’échantillon MP alcoolique à la concentration la moins élevée (250 µg/mL) vaut à peu 

près celle de l’échantillon 20 à la concentration la plus élevée (2000 µg/mL). En effet, une 

capacité d’inhibition supérieure à 80% a été observée à partir de 1000 µg/mL, d’ailleurs 

la CMI est de 1000 µg/mL. L’extrait alcoolique a donc prouvé être un antibactérien plus 

puissant que les extraits aqueux ce qui a également été démontré par le travail d’autres 

chercheurs (Abdulla et al., 2014; Engin et al., 2018; Keser et al., 2019). D’ailleurs, la haute 

teneur phénolique totale, plus particulièrement la teneur en flavonoïdes et le puissant 

pouvoir antioxydant de l’extrait MP alcoolique, justifie totalement son importante activité 

antibactérienne par rapport aux autres extraits aqueux (Figure 61).  

Pour s'assurer que l'effet antibactérien observé ne résulte de la présence de l'éthanol pur 

(initialement utilisé dans la préparation de la solution mère), nous avons appliqué le 

même protocole expérimental à une série de dilutions n'incluant pas l'extrait alcoolique. 

Les résultats ont montré que l’éthanol lui-même a faiblement inhibé la croissance de S. 

aureus, même à la concentration la plus élevée.  
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Figure 61- Effet de l’extrait alcoolique de rhizomes de R. ribes L. non traités par DIC sur la 
croissance des S. aureus.  

Les bactéries S. aureus ont été inoculées dans le bouillon Mueller Hinton avec les concentrations 
indiquées d’extraits (µg/ml) avant d’être incubées à 37°C pendant 24 h. Des bactéries inoculées 

dans le bouillon Mueller Hinton et l’éthanol aux concentrations correspondant à celles de 
l’extrait alcoolique ont servi de contrôle négatif. Les histogrammes représentent les moyennes de 

trois répétitions (± écart type). 

 

Pour déterminer la CMB de l’extrait, 10 µL provenant des trois tubes les plus concentrés 

en extrait alcoolique d’une part et en éthanol d’autre part ont été striés sur des plaques 

de gélose Muller Hinton (MHA). Les plaques ont été ensuite incubées pendant 24 heures 

à 37°C. Comme le montre la Figure 62, l’éthanol n’a pas inhibé la prolifération bactérienne 

de S. aureus même à la concentration la plus élevée. En revanche, aucune prolifération 

bactérienne n’a été observée dans les plaques contenant 2000 µg/mL de MP alcoolique. 

Ceci dit que la CMB de l’extrait MP alcoolique est de 2000 µg/mL. Par ailleurs, dans une 

étude de Tartik et al., (2015), il fallait une dose dix fois plus élevée de l’extrait alcoolique 

de rhizomes de R. ribes L. (20 000 µg/mL) que celle enregistrée dans notre étude pour 

diminuer le taux de croissance de S. aureus. Ceci signifie que notre extrait alcoolique de 

rhizomes est un inhibiteur de croissance des bactéries de S. aureus plus puissant que celui 

étudié par Tartik et al., (2015).  
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Figure 62- Culture des solutions d’éthanol pur (à gauche) et de l’extrait alcoolique (à droite) de 
différentes concentrations sur des géloses Mueller-Hinton 

4.1.2.2 Effet sur E. coli de l’extrait alcoolique 

La Figure 63 illustre les effets antibactériens de l’extrait MP alcoolique d’une part, et du 

contrôle négatif d’autre part, sur la croissance de E. coli. 

Dans cette partie également, il est remarquable que l’alcool utilisé comme solvant n’ait 

pas un effet inhibiteur significatif sur la croissance bactérienne. En plus, l’extrait 

alcoolique a prouvé ne pas être assez efficace dans l’inhibition de la croissance de E. coli : 

même à la concentration la plus élevée, juste 50% de la croissance bactérienne a été 

inhibée. Par la suite, la CMI de l’extrait alcoolique contre E. coli ne peut pas être identifiée 

dans notre intervalle de concentrations. 
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Figure 63- Effet de l’extrait alcoolique de rhizomes de R. ribes L. non traités par DIC sur la 
croissance de E. coli.  

Les bactéries E. coli ont été inoculées dans le bouillon Mueller Hinton avec les concentrations 
indiquées d’extraits (µg/mL) avant d’être incubées à 37°C pendant 24 h. Des bactéries inoculées 

dans le bouillon Mueller-Hinton et l’éthanol aux concentrations correspondant à celles de 
l’extrait alcoolique ont servi de contrôle négatif. Les histogrammes représentent les moyennes de 

trois répétitions (± écart type). 

Ce résultat est différent de celui d’une étude faite par Tartik et al., (2015), où une 

concentration de 600 µg/mL était suffisante pour inhiber fortement la croissance de E. 

coli. Comme pour les extraits aqueux, le pourcentage d’inhibition des extraits alcooliques 

dans le cas de E. coli est relativement inférieur par rapport à celui de S. aureus, ce qui 

montre de nouveau la possibilité que les extraits de rhizomes de R. ribes L. soient plus 

efficaces dans l’inhibition de la croissance des bactéries gram positif que les bactéries 

gram négatif. 

En comparant les extraits aqueux et l’extrait alcoolique, on constate que ce dernier, même 

qu’il ne soit pas assez efficace dans l’inhibition de E. coli, mais il représente quand même 

un pouvoir antibactérien beaucoup plus important que tous les autres extraits aqueux. 
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4.2. Dilution en milieu gélosé 

4.2.1. Résultats de la dilution en milieu gélosé des extraits aqueux 

4.2.1.1 Effet sur S. aureus et E. coli 

La méthode de dilution de l’extrait dans un milieu gélosé est une méthode semi-

quantitative contrairement à la macro-dilution dans le bouillon qui est une méthode 

quantitative. Les résultats de la dilution en milieu gélosé ont été alors analysés par une 

simple observation des plaques inoculées.  

La Figure 64 montre différentes plaques contenant les extraits aqueux traités et non 

traités (MP aqueuse) à la plus haute concentration adoptée (16 mg/mL). Comme le 

montre la Figure 64 ci-dessous, tous les extraits aqueux n’ont pas réussi à inhiber la 

croissance 

 

Figure 64- Résultats de la dilution en milieu gélosé des extrait aqueux à une concentration de 16 
mg/mL 

4.2.2. Résultats de la dilution en milieu gélosé des extraits alcooliques 

4.2.2.1 Effet sur S. aureus et E. coli 

La Figure 65 montre la série de dilution de l’extrait MP alcoolique (série supérieure) et 

les contrôles négatifs (série inferieure) qui ont été faits pour pouvoir mieux évaluer l’effet 

de l’extrait alcoolique sur la croissance bactérienne de S. aureus (compartiment gauche de 

la boîte de pétri) et E. coli (compartiment droit de la boîte de pétri). Il est remarquable 

qu’à partir de 8000 µg/mL la croissance de S. aureus a été totalement inhibée. En 

revanche, la même concentration n’a pas réussi à arrêter la croissance de E. coli. 

Cependant, il est clair que les colonies de E. coli sont moins denses dans la plaque 
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contenant 16 000 µg/mL de l’extrait alcoolique. Cela suggère qu’une concentration un peu 

plus élevée serait nécessaire pour l’inhibition de la croissance de E. coli.  

Les méthodes de la macro-dilution et de la dilution en milieux gélosé de l’extrait 

alcoolique ont donné les mêmes résultats au niveau de la croissance de S. aureus même si 

la CIM dans la première méthode était de 1000 µg/mL et de 8000 µg/mL dans la 

deuxième. Cela revient à la différence entre les densités de la suspension bactérienne : 

selon les protocoles expérimentaux, dans la macro-dilution la suspension ajustée à 0,5 

McFarland doit être diluée d’un facteur de 1 : 100 alors que dans la dilution dans le milieu 

gélosé la même solution ajustée doit être diluée d’un facteur de 1 : 10. 

 

Figure 65- Résultats de la dilution en milieu gélosé de l’extrait MP alcoolique (série supérieure) 
et de l’éthanol (série inférieure) 
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5. Activité antiproliférative des extraits de R. ribes L.  

L’histogramme de la Figure 66 présente les résultats du test MTT de viabilité des cellules 

cancéreuses de mélanome humain A2058.  

 

Figure 66- (A) Photos microscopiques (x400) représentatives des cellules de mélanome A2058 
traitées par des extraits de rhizomes de R. ribes L. traités et non traités (MP aqueuse et MP 

alcoolique) par DIC (100 µg/mL) et incubées pour une durée de 72 h à 37°C. (B) Les résultats du 
test MTT montrant les effets des extraits de rhizomes (100 µg/mL) traités et non traités (MP 

aqueuse et MP alcoolique) par DIC sur la viabilité des cellules de mélanome. 
Un mélange du milieu de culture cellulaire avec 1 % de DMSO a servi de contrôle négatif. Le sel 
de formazan insoluble métabolisé par les cellules vivantes a été solubilisé dans du DMSO à 37°C 
pendant 5 min. Une lecture de l’absorbance des solutions a été finalement effectuée à 550 nm.  

 

La prolifération des cellules cancéreuse a été à 88% inhibée par l’extrait MP alcoolique. 

Ce résultat est cohérant avec ceux du criblage phytochimique, qui ont prouvé la richesse 

de l’extrait MP alcoolique en composés phénoliques à pouvoir antioxydant, sachant que 

ces derniers sont connus pour leurs puissantes activités anticancéreuses ainsi que pour 

leur pouvoir de lutter contre diverses maladies associées au stress oxydatif (Anantharaju 

et al., 2016). En comparant la photomicrographie de l’essai témoin avec celle de l’extrait 

MP alcoolique (Figure 66), il est remarquable que la morphologie des cellules 

cancéreuses ait totalement changé, où on observe un détachement de la surface et un 

rétrécissement cellulaire. Cette nouvelle morphologie suggère la possibilité d’une 

mortalité cellulaire. L’extrait alcoolique de rhizomes de R. ribes L. a également  prouvé 
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être un agent antiprolifératif des cellules de cancer de prostate à de très basse 

concentration (Tartik et al., 2015). 

L’activité antiproliférative de l’extrait MP aqueux était de dix fois moins importante 

(8,8%) que celle de MP alcoolique après 48 heures d’incubation. Comme c’était le cas pour 

le criblage phytochimique et les activités d’inhibition de la croissance bactérienne de S. 

aureus en particulier, on remarque que l’extrait alcoolique possède un pouvoir 

anticancéreux plus important que l’extrait aqueux non-traité. L’effet du solvant 

d’extraction sur le pouvoir antiprolifératif des extraits a été également souligné par Al-

Khatib et al., (2022), où l’extrait éthanolique de rhizomes de R. ribes L. était efficace dans 

l’inhibition de la croissance des cellules d’un cancer colorectal HT29, contrairement à 

l'extrait aqueux qui n'a pas significativement impacté leur viabilité. Kıṙmı̇t et al., (2020), 

ont étudié l’effet des extraits hydroalcooliques 50% (éthanol : eau) provenant de 

différentes parties de la plante de R. ribes L., y compris les rhizomes, sur la prolifération 

des cellules de mélanome murin B16F10. La lignée testée par Kı̇rmı̇t et al., (2020), est 

distincte de celle utilisée dans notre étude, toutefois les résultats ont montré que l’activité 

antiproliférative des rhizomes de R. ribes L. était la plus importante par rapport aux autres 

parties de la plante. 

En comparant l’extrait aqueux non traité avec ceux traités par DIC, on remarque que les 

activités antiprolifératives de ces derniers sont plus importantes que celle de l’extrait MP 

aqueux, surtout aux niveaux des échantillons 20 et 22. En effet, les photomicrographies 

de ces deux derniers échantillons montrent peu de cellules cancéreuses adhérentes à la 

surface par rapport à l’observation de MP aqueuse.  

En termes de teneurs phénoliques totales, le Tableau 22 montre que l’échantillon 22 est 

moins riche en polyphénols que l’extrait MP aqueux, toutefois l’activité antiproliférative 

du point 22, traité à une haute pression de vapeur saturée, est assez plus importante que 

celle de l’extrait aqueux non traité par DIC. On suppose que les sous-produits de la 

dégradation des composés phénoliques ont attribué à l’extrait 22 son pouvoir 

anticancéreux. Pour s’assurer de cette hypothèse, une identification de la nature des sous-

produits de dégradation est recommandée.  

Tant qu’à l’échantillon 20, sa teneur phénolique et son activité antioxydante sont plus 

importantes que l’échantillon MP aqueux non-traité et par conséquent c’est logique que 
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ses deux pouvoirs antibactériens et antiprolifératifs soient supérieurs à ceux de l’extrait 

aqueux non-traité. Cependant, on remarque que les extraits 6, 15 et 20 présentent des 

teneurs phénoliques totales et des activités antioxydantes voisines, ce qui n’est pas le cas 

pour leurs activités cytotoxiques où l’extrait 20 a montré être un agent antiprolifératif 

plus puissant que les extraits 6 et 15. En comparant les photomicrographies des 

échantillons 6, 15 et 20, on remarque que celle du dernier représente une moindre densité 

de cellules cancéreuses adhérentes et plus de cellules rétrécies et mortes. Or, ce qui est 

remarquable est que ces trois points ont été traités avec presque les mêmes pressions de 

vapeur saturée (100-150 kPa), cependant, l’élément qui les différencie est leur différente 

teneur initiale en eau. Comme le montre la Figure 67, suite au traitement par DIC des 

points 6 et 15, ceux-ci se situent en position C et C’ respectivement dans la zone 

caoutchouteuse de la matière. En revanche, l’échantillon 20 se situe au voisinage de la 

zone vitreuse des rhizomes suite à son traitement par DIC (position C’’).  

 

Figure 67- Position des traitements DIC des échantillons 6, 15 et 20 par rapport à la courbe de 
transition vitreuse (T,W)g des rhizomes de R. ribes L. 

Les positions de ces trois échantillons par rapport à la courbe (T,W)g indiquent que les 

points 6 et 15 étaient susceptibles à l’effondrement après leur texturation, contrairement 

au point 20 qui pourrait conserver sa nouvelle texture suite à son traitement par DIC. Par 

conséquent, l’extraction des molécules à pouvoir antiprolifératif a peut-être été mieux 

effectuée dans le cas du point 20, lui donnant ainsi son importante activité 

antiproliférative.  
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6. Dosage des molécules intéressantes par HPLC 

Le protocole adopté pour le dosage des molécules recherchées était convenable pour la 

séparation des molécules standards. La Figure 68 montre les chromatogrammes typiques 

des sept analytes standards visualisés aux longueurs d’onde optimales et selon le 

protocole optimisé.  

 

Figure 68- Chromatogrammes enregistrés des diverses molécules standards 
(1) Rhaponticine, (2) Kaempferol, (3) Aloe émodine, (4) Emodine, (5) Rhein,  

(6) Chrysophanol, (7) physcion 

En revanche, le protocole de dosage des molécules constituant les extraits de rhizomes 

n’a pas abouti à une séparation complète des pics, malgré les modifications apportées. En 

effet, l’extrait de R. ribes L. a prouvé être un mélange assez complexe présentant un signal 

de pics très dense surtout au niveau des 25 premières minutes du dosage 

chromatographique. Nous soupçonnons que ces grands pics, dont nous ignorons la 

nature, entrent en interférence avec les pics des molécules intéressantes sortant avant 25 

mins (rhaponticine et kaempferol). Cependant, l’optimisation de la méthode et le bon 

choix de la concentration de la solution de l’extrait R. ribes L. injectée, nous a au moins 

aidé à rendre les pics sortant après 25 mins clairs et espacés. Il existe, parmi ces derniers, 

des pics correspondant aux molécules recherchées (Figure 69).  
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Figure 69- Chromatogrammes d'un mélange des sept molécules standards (en bleu) et d'un 
échantillon aqueux de Rheum ribes L. (en rouge) 

6.1. Effet de l’extraction alcoolique sur la composition des extraits  

Une comparaison entre les chromatogrammes des extraits non traités aqueux et 

alcoolique était nécessaire pour mieux comprendre les résultats des expériences 

précédentes, et la raison pour laquelle l’extrait alcoolique a prouvé être un puissant agent 

antioxydant, antibactérien et antiprolifératif.   

Comme le montre la Figure 70, on remarque que le chromatogramme de MP alcoolique 

(en bleu) se caractérise par les mêmes pics que l’extrait MP aqueux (en rouge), c’est-à-

dire que les deux extraits comportent les mêmes molécules. Cependant, les amplitudes 

des pics de MP alcoolique sont relativement supérieures à celles de MP aqueuse. Il s’agit 

alors simplement d’une question de différence de polarité entre les deux solvants.  

Autrement dit, les molécules intéressantes biologiquement actives sont plus solubles dans 

l’alcool pur que dans l’eau distillée, et par conséquent elles sont fortement plus 

disponibles dans l’extrait alcoolique que dans l’extrait aqueux. Diverses études comme 

celles de Cowan, (1999) et Borges et al., (2020), ont montré que l’éthanol a une haute 

capacité d’extraction des composés phénoliques. En effet, les phénols comprennent un ou 

plusieurs groupes hydroxyle (partie polaire) ce qui leur permettent de former des liaisons 

hydrogène avec l’eau. Cependant, ces groupes sont attachés directement à un cycle 
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aromatique (partie non polaire) ce qui limite leur solubilité dans l’eau (Galanakis et al., 

2013).  

 

Figure 70- Superposition des chromatogrammes de MP aqueuse (en rouge) et MP alcoolique (en 
bleu) 

6.2. Séparation en phase liquide 

La séparation en phase liquide des extraits bruts aqueux et alcoolique a été adoptée afin 

de pouvoir éliminer les interférents masquant les composés qu’on désire identifier et 

quantifier. La répartition des composés de ce mélange complexe entre deux phases 

liquides de différentes polarités (hexane et eau) est considérée comme une sorte de 

filtrage qui facilite la détection et la quantification des molécules ciblées.  

Pour réussir la quantification, il est crucial que les molécules d’intérêt migrent, en leur 

totalité, vers l’une des phases en question et qu’il ne reste aucune trace résiduelle dans 

l’autre phase. D’abord nous nous sommes contentés par trois cycles de lavage à l’hexane 

mais nous nous sommes rendus compte que ce n’était pas suffisant pour le transfert total 

des molécules d’intérêt vers la fraction organique. Comme le montre la Figure 71, des 

pics résiduels subsistent dans la fraction aqueuse (chromatogramme tracé en rouge) 

surtout au niveau du pic de l’émodine et du chrysophanol.  
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Figure 71- Superposition des chromatogrammes du mélange de standards (en bleu), de la 
fraction hexanique (en vert) et de la fraction aqueuse (en rouge) suite à 3 cycles de lavage 

L’ajout de deux autres cycles de lavage a été alors effectué pour garantir le passage de la 

totalité des molécules d’intérêt dans la phase organique. Comme le montre la Figure 72, 

on remarque que la phase aqueuse ne présente plus de pics au niveau des molécules 

d’intérêt (chromatogramme tracé en vert). Ceci dit que 5 cycles de lavage à l’hexane sont 

nécessaires pour la migration des molécules recherchées vers la fraction organique. 

Il est important de noter que parmi les 7 molécules recherchées, seuls l’émodine, l’aloe-

émodine, le chrysophanol et le physcion (tous appartenant à la famille des 

anthraquinones) ont été retrouvés dans les échantillons de rhizomes de R. ribes L.. Ce 

résultat est en conformité avec les dosages chromatographiques effectués par d’autres 

chercheurs sur les rhizomes de R. ribes L. (Abdulla et al., 2014; Çınar Ayan et al., 2021; 

Raafat et al., 2014). En revanche, le reste des molécules d’intérêts (la rhaponticine, le 

kaempferol et la rhein) n’ont pas été détectées ni dans la phase aqueuse ni dans la phase 

organique. Cela contredit d’autres études rapportant la détection du kaempferol, de la 

rhein (Abdulla et al., 2014) et de la rhaponticine (Öztürk et al., 2007) qui sont  avérés 

complètement non détectables dans notre cas. 
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Figure 72- Superposition des chromatogrammes du mélange de standards (en bleu), de la 
fraction hexanique (en rouge) et de la fraction aqueuse (en vert) suite à 5 cycles de lavage 

Deux théories peuvent être à l’origine du manque de molécules observé dans les 

échantillons testés : d’une part, il se peut que ces molécules aient subi une dégradation 

(entre la période de collecte des rhizomes et le dosage des extraits) ce qui les a rendues 

par la suite indétectables. D’une autre part, il est probable que l’espèce utilisée dans 

l’étude ne présente pas, dans sa composition de base, ce type de molécules.  

6.3. Validation de la méthode HPLC-DAD 

La méthode HPLC-DAD développée a été validée pour sa linéarité avec les quatre 

anthraquinones détectées dans les extraits de rhizomes. Les équations de régression pour 

ces molécules sont présentées dans le Tableau 23. Le domaine de linéarité a été estimé 

entre 0,5 et 78,0 µg/mL pour tous les standards d’anthraquinones. Toutes les courbes 

d'étalonnage (Annexe 1) ont présenté une bonne linéarité (R2 > 0,999) dans le domaine 

testé. 
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Tableau 23- Données des régressions linéaires des molécules standards aux longueurs d’ondes 
optimales 

Molécule 

standard 

Temps de 

rétention 

(min) 

Équation de régression R2 

Domaine 

linéaire 

(µg/mL) 

Émodine 34,7 y = 0,0159x + 0,7957 0,9999 1,2-78,0 

Aloe émodine 29,5 y = 0,0059x + 0,2994 0,9999 0,9-59,9 

Chrysophanol 37,5 y = 0,0056x + 0,1602 1,0000 0,9-59,9 

Physcion  39,0 y = 0,0391x - 0,0217 0,9999 0,5-30,0 
 

6.4. Dosage des anthraquinones dans les échantillons de Rheum ribes L. 

Les analyses chromatographiques ont été effectuées pour les échantillons DIC6, DIC15, 

DIC20, DIC22, MP aqueux et MP alcoolique. Le but de ces analyses était d’évaluer, d’une 

part, l’impact du traitement DIC sur la disponibilité des molécules d’intérêt, et d’une autre 

part de comparer la concentration de l’extrait alcoolique en ces molécules avec celle des 

extraits aqueux, ce qui pourra aboutir, peut-être, à une meilleure compréhension des 

résultats biologiques obtenus.   

Toutes les solutions brutes des échantillons en question ont subi le protocole de 

séparation en phase liquide avant qu’elles soient injectées. La présence des quatre 

anthraquinones a été confirmée en comparant les temps de rétention des pics avec ceux 

des étalons correspondants (Figure 73).  

 

Figure 73- Les chromatogrammes des extraits de rhizomes testés montrant des pics 
correspondant à l’aloe émodine (1), l’émodine (2), le chrysophanol (3) et le physcion (4)  
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La détection des molécules d’intérêts a été suivie par la quantification de chacune d’entre 

elles. Ce travail a été généré par les aires des pics, obtenus par le logiciel d’intégration 

LC/MSD ChemStation (Agilent, Rev. B.04.01 SP1). Les histogrammes de la  Figure 74 

résument les résultats des dosages effectués.   

En comparant d’abord les teneurs en aloe émodine des extrait aqueux traités et non traité 

par DIC (MP aqueuse), on remarque que la différence entre elles n’est pas assez 

importante. Une très légère augmentation de la disponibilité de l’aloe émodine a été 

observée au niveau des échantillons DIC6 et DIC20. Nous supposons que le traitement par 

DIC n’a aucun effet sur la disponibilité de l’aloe émodine dans les extraits de rhizomes de 

R. ribes L. Le traitement par DIC a prouvé avoir également un impact négatif sur la 

disponibilité de l’émodine au niveau de tous les extraits aqueux traités. La perte a été 

moins prononcée au niveau de l’échantillon DIC6, précédemment traité avec une faible 

pression de vapeur saturée (100 kPa) et plus grave au niveau du point 22 traité avec une 

haute pression de vapeur saturée. Cela suggère que l’émodine soit hautement 

thermosensible. Tant qu’aux chrysophanol et le physcion, on remarque qu’ils sont 

fortement plus disponibles dans l’échantillon DIC6 que dans le point MP aqueux. Nous 

supposons que les conditions opératoires avec lesquelles le point DIC6 a été traité sont 

favorables à l’augmentation de la disponibilité de ces deux molécules. Ce constat peut être 

à l’origine des hautes teneurs en polyphénol du point 6, tout en sachant que les résultats 

des teneurs phénoliques totales (Tableau 22) ne sont pas uniquement influencés par les 

quatre molécules dosées ci-dessous et qu’il existe certainement d’autres composés 

phénoliques que nous n’avons pas dosés. Les faibles teneurs du point 20 en émodine, aloe 

émodine, chrysophanol et physcion, contre sa haute teneur phénolique totale en est la 

preuve.  

En comparant les extraits non traités aqueux et alcoolique, on remarque que toutes les 

molécules d’intérêts ont été plus disponibles dans l’extrait éthanolique sauf pour 

l’émodine. Sachant que les molécules recherchées représentent des bio-activités diverses, 

et cela justifie le pouvoir antioxydant, antibactérien et antiprolifératif important de 

l’extrait alcoolique. Il est important de noter que la teneur en chrysophanol de l’extrait 

alcoolique est au voisinage de celle de l’extrait DIC6. Ceci dit, que le traitement par DIC a 
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réussi à rendre le chrysophanol assez disponible dans un extrait aqueux que dans un 

extrait alcoolique.  

 

Figure 74- Les teneurs en quatre anthraquinones des extraits traités et non traités par DIC (MP 
aqueuse et alcoolique)  

7. Screening d’un extrait de R. ribes L. par UHPLC 

Les activités antioxydantes, antibactériennes et antiprolifératives de l’extrait de rhizomes 

de R. ribes L. ont été mises en évidence. En se basant sur d’autres études et sur les résultats 

du criblage phytochimique, nous avons choisi de cibler et de quantifier sept composés 

phénoliques théoriquement existant dans les extraits aqueux (traités et non traités) et 

alcoolique de ce rhizome. Malgré l'injection des standards de ces composés phénoliques 

en HPLC-UV et les tentatives de décomplexification des solutions de rhizomes par 

séparation en phase liquide, la mise en évidence s’est limitée à quatre composés parmi les 

sept recherchés.  

A ce niveau, une analyse par spectrométrie de masse de haute résolution, plus sensible et 

plus spécifique que l’UV, était nécessaire. Divers objectifs sont à la base de ce type 

d’analyse : 

 La validation de la présence des composés déjà détectés et quantifiés par HPLC-

UV. 

 Screening de la solution de macération afin d’identifier d'autres molécules pouvant 

être à l'origine des activités biologiques principalement observées. 
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 L’identification de la nature des pics interférant observés dans les 

chromatogrammes de l’HPLC dans le but de pouvoir choisir, dans les études 

futures, des cartouches de séparation en phase solide (cartouche SPE) adaptées à 

la purification de l’extrait de rhizomes de R. ribes L. 

7.1. Injection du mélange de molécules ciblées 

Les standards de polyphénols ciblés ont été injectés afin de vérifier leurs rapports m/z et 

surtout de déterminer leur temps de rétention (Tr) (Figure 75). Le couple m/z et Tr est 

ensuite utilisé pour analyser les chromatogrammes obtenus et ainsi déterminer si les 

composés en question sont présents ou non (Tableau 24). 

 

Figure 75- Chromatogramme obtenu à partir du mélange de standards 
Tableau 24- Tableau montrant la formule brute, le rapport m/z et le temps de rétention des 

composés ciblés 

Composé 
phénolique 

Formule brute m/z tr (min) 

Rhaponticine C21H24O9 421,1499 1,83 

Kaempferol C15H10O6 287,0550 5,48 

Aloe émodine C15H10O5 271,0601 6,03 

Rhein C15H8O6 285,0394 6,10 

Emodine C15H10O5 271,0601 6,62 

Chrysophanol C15H10O4 255,0652 7,49 

Physcion C16H12O5 285,0758 7,91 
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7.2. Injection de l’extrait MP aqueux 

7.2.1. Détection des composés ciblés 

Les résultats de l’injection de l’échantillon MP aqueux sont présents dans la Figure 76. 

Seuls l’émodine, le chrysophanol et le physcion ont été détectés. Cela ne correspond pas 

totalement aux résultats des analyses effectuées en HPLC-UV où le même extrait 

présentait dans sa composition l’aloe émodine en plus que ces trois composés. Le dosage 

en spectrométrie est relativement plus rigoureux que celui fait en HPLC et cela en raison 

de la possibilité de la détermination des formules brutes et du rapport m/z de toutes les 

molécules formant le mélange. Par conséquent, nous supposons que le pic manifesté en 

HPLC au même temps de rétention que celui du standard de l’aloe émodine n’y 

correspond pas. Il se peut que deux molécules ayant des formules brutes différentes, aient 

le même temps de rétention. La différenciation entre elles n’est possible qu’en 

spectrométrie de masse. Tant qu’aux autres composés recherchés, nul entre eux n’a été 

détecté en UHPLC. Ce résultat confirme celui émis en HPLC et cela implique que les 

extraits de rhizomes de R. ribes L. préparés dans cette étude ne contiennent pas la 

rhaponticine, le kaempferol, l’aloe émodine et la rhein dans leur composition.  

7.2.2. Détection des composés non-ciblés 

En plus des composés ciblés qu’on visait détecter et quantifier, la solution aqueuse de R. 

ribes L. a montré une richesse en d’autres composés dont les formules brutes ont été 

révélées grâce à la spectrométrie de masse (Tableau 25). Par la suite, le site CheBI 

(Chemical entities of biological interest) a été utilisé pour déterminer le ou les composé(s) 

pouvant correspondre à ces formules brutes.  Les formules brutes de nombreux composés 

non ciblés ont été détectées et même si leur identification demeure incertaine pour la 

plupart, deux grandes familles de composés semblent être présentes : des glucides (et 

leurs dérivés) et des flavonoïdes glycosylés ou non. Ce résultat justifie l’augmentation de 

l’indice de réfraction (°Brix) des échantillons 2, 5 et 6 du DoE2 (Figure 46) qui a été 

précédemment liée à la dégradation des flavonoïdes glycosylées et par la suite la 

libération de leur partie glycosylée dans la solution de rhizomes. 

Les molécules non ciblées qui ont été détectées, peuvent être le sujet d’intérêt de diverses 

études futures effectuées sur les rhizomes de R. ribes L., sachant que la plupart d’entre 

elles n’ont jamais été citées dans la bibliographie. Prenons à titre d’exemple le medicagol 
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(C16H8O6), une molécule appartenant à la famille des coumestans, des phytoœstrogènes à 

pouvoir cytotoxique important (Dutta et al., 2021). Les coumestans présentent également 

diverses activités thérapeutiques telles que les activités hépatoprotectrices et anti-

inflammatoires (Dutta et al., 2021). En effet, ces effets thérapeutiques ont été déjà 

attribués aux rhizomes de R. ribes L. dans diverses études (Achakzai et al., 2019; Bakir et 

al., 2022).  

Une multitude de molécules appartenant à la famille des flavonoïdes glycosylés ou non 

ont été détectées également dans l’extrait aqueux de R. ribes L (Annexe 2). En effet, ces 

molécules n’ont jamais été exploitées dans des études antérieures portant sur les 

rhizomes de R. ribes L. En revanche, l’identification précise n’était pas faisable vu qu’une 

même formule brute correspondait à plusieurs molécules. Pour une recherche plus 

précise des flavonoïdes en question, les molécules standards y correspondant doivent 

être également injectées.  

Tant qu’aux glucides, ils sont présents dans l’extrait aqueux sous forme de di-, tri- et tetra-

saccharides. D’autres auteurs ont également reporté la détection de molécules 

glucidiques dans les extraits de R. ribes L. (Erecevit and Kırbağ, 2017; Jalill et al., 2015). 

Ces composés connus pour leur haute polarité, sont suspectées d’être responsables de la 

grande charge de pics observée dans les chromatogrammes de l’HPLC. Afin d’éliminer les 

composés n’ayant aucun intérêt nous avons eu recours à la filtration de l’extrait à travers 

une cartouche SPE C18 en phase inverse et hydrophobe. Cette dernière sert à obtenir une 

meilleure rétention des composés apolaires et des analytes organiques présents dans les 

matrices aqueuses.  
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Figure 76- Chromatogramme complet de l’extrait MP aqueux obtenue en polarité positive et l’extraction des rapports m/z de trois des molécules 
recherchées 
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Tableau 25- Composés non ciblés détectés dans l’extrait MP aqueux en polarité positive 

 

m/z tr 
(min)  

Formule 
brute 

Composés suspectés 

365,1059 0,98 C12H22O11Na Disaccharide 

527,1587 0,98 C18H32O16Na Trisaccharide 

689,2115 0,98 C24H42O21Na Tetrasaccharide 

587,1740 1,18 C27H31O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

493,1339 1,23 C23H24O12 16 candidats de type flavonoïdes 

587,1740 1,24 C27H32O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

403,1397 1,24 C21H22O8 9 candidats de type flavonoïdes + 1 candidat de dérivé d’anthracène 

587,1740 1,28 C27H32O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

477,1392 1,30 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

639,1917 1,30 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

419,134 1,54 C21H22O9 16 candidats de type flavonoïdes + autres 

639,1917 1,68 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 1,81 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 1,94 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 2,06 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

493,1339 2,42 C23H24O12 15 candidats de type flavonoïdes 

493,1339 2,62 C23H24O12 15 candidats de type flavonoïdes 

639,1917 3,29 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

477,1392 3,78 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

477,1392 3,90 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

513,1011 4,61 C23H22O12Na 7 candidats de type flavonoïdes + autres 

403,1397 5,45 C21H22O8 8 candidats de type flavonoïdes + 1 candidat de dérivé d’anthracène 

297,0394 6,24 C16H8O6 Medicagol (ChEBI) 
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7.1. Injection de l’extrait MP aqueux filtré à travers une cartouche SPE C18 

L’extrait de rhizomes MP aqueux a été filtré à travers une cartouche SPE C18 (double 

élution) puis injecté dans l’UHLC-MS. Le but était de vérifier si cette cartouche est adaptée 

à l’élimination des sucres pouvant être à l’origine des pics polluants tout en conservant 

les molécules d’intérêt à l’intérieur de l’extrait aqueux de rhizomes.    

Comme on le remarque dans la Figure 77, les molécules d’intérêt qui ont été initialement 

détectées dans l’extrait MP aqueux (émodine, chrysophanol et physcion) sont toujours 

présentes dans la solution éluée. En revanche, la cartouche SPE C18 a réussi à éliminer les 

composés glucidiques les plus polaires tout en gardant en solution les molécules 

intéressantes, plus précisément les flavonoïdes et leurs dérivés glycosylés, à l’exception 

du composé ayant une formule brute C29H34O16 et sortant à 3,29 minutes. Deux théories 

peuvent être à la base de ce constat : des composés ayant le même rapport m/z et la même 

formule brute n’ont pas été éliminés par la cartouche (Tableau 26). Vu que la molécule 

en question n’a pas été précisément identifiée en raison de l’existence de quatre composés 

candidats (Tricin 7-O-neohesperidoside, Rhamnazin 3-rutinoside, Tricin 7-rutinoside, 

3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside) il se peut qu’ à ce 

niveau-là, la molécule en question soit différente des autres ayant la même formule brute 

et qu’elle ne soit pas retenue dans la cartouche. Un autre raisonnement peut aussi être 

probable, sachant qu’il existe divers facteurs potentiels pouvant affecter la récupération 

de l’extraction en phase solide (Maranata et al., 2021), nous supposons ainsi que la 

molécule en question est toujours présente dans la solution éluée, mais que sa 

concentration, après filtration par SPE C18,  est au-dessous du seuil de détection par 

UHPLC-MS.  
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Figure 77- Extraction des rapports m/z de trois des molécules recherchées dans l’extrait MP aqueux après une double élution dans une SPE C18 
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Tableau 26- Composés non ciblés détectés dans l’extrait MP aqueux en polarité positive après une double élution dans une SPE C 

m/z tr 

(min)  
Formule 

brute 
Composés suspectés  

(En rouge figurent les composés détectés dans l’extrait MP aqueux et absents des élutions SPE C18) 

365,1059 0,98 C12H22O11Na Disaccharide 

527,1587 0,98 C18H32O16Na Trisaccharide 

689,2115 0,98 C24H42O21Na Tetrasaccharide 

587,1740 1,18 C27H31O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

493,1339 1,23 C23H24O12 16 candidats de type flavonoïdes  

587,1740 1,24 C27H32O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

403,1397 1,24 C21H22O8 9 candidats de type flavonoïdes + 1 candidat de dérivé d’anthracène 

587,1740 1,28 C27H32O13Na Pinocembrin 7-rhamnosylglucoside/3S-hydrangenol 4ʼ-O-α-L-rhamnopyranoysl-(1→3)-β-D-glucopyranoside/Cascaroside D/Cascaroside C/Aloinoside A/Aloinoside B 

477,1392 1,30 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

639,1917 1,30 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

419,134 1,54 C21H22O9 16 candidats de type flavonoïdes + autres 

639,1917 1,68 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 1,81 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 1,94 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

639,1917 2,06 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

493,1339 2,42 C23H24O12 15 candidats de type flavonoïdes 

493,1339 2,62 C23H24O12 15 candidats de type flavonoïdes 

639,1917 3,29 C29H34O16 Tricin 7-O-neohesperidoside/Rhamnazin 3-rutinoside/Tricin 7-rutinoside/3,4'-Dihydroxy-7,3',5'-trimethoxyflavone 3-galactosyl-(1->4)-xyloside 

477,1392 3,78 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

477,1392 3,90 C23H24O11 Isoorientin 7,3'-dimethyl ether/Eupalitin 5-rhamnoside/Scutellarein 7,4'-dimethyl ether 6-glucoside/7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavone 7-O-glucoside/Orientin 7,3'-
dimethyl ether 

513,1011 4,61 C23H22O12Na 7 candidats de type flavonoïdes + autres 

403,1397 5,45 C21H22O8 8 candidats de type flavonoïdes + 1 candidat de dérivé d’anthracène 

297,0394 6,24 C16H8O6 Medicagol (ChEBI) 
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8. Conclusions 

En conclusion, ce chapitre a traité l’effet de la variation de trois paramètres opératoires 

(la pression de vapeur saturée « P », le temps de traitement « t », et la teneur en eau « W » 

des rhizomes broyés) sur la teneur en polyphénol totaux et en flavonoïdes des extraits 

traités et non-traités par DIC, ainsi que leurs activités antioxydante, antibactérienne et 

antiproliférative. De plus, sept composés phénoliques ont été recherchés dans ces extraits 

par leur injection en HPLC. 

Les résultats du criblage phytochimique ont révélé que le traitement par DIC impacte les 

teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes, ainsi que les activités antioxydantes des 

extraits de rhizomes. Grace à la méthodologie de surface de réponse, nous avons réussi à 

identifier les paramètres opératoires optimaux du traitement : soit une pression de 

vapeur saturée P = 100 kPa, une durée de traitement t = 30 s et une teneur initiale en eau 

des rhizomes W = 0,2 g H2O/g MS. Nous avons également constaté que l’effet de la nature 

du solvant d’extraction sur les valeurs de TPC, TFC et IC50 est relativement supérieur à 

celui du traitement des rhizomes par DIC.  

Les pouvoirs d’inhibition de la croissance bactérienne de quelques extraits issus de ce 

plan d’expériences et des échantillons non-traités (MP aqueux et alcoolique) ont été 

testées. Les résultats ont révélé que les extraits aqueux traités ou non-traités par DIC sont 

relativement inefficaces dans l’inhibition de la croissance bactérienne d’E. coli et de S. 

aureus. En effet, aucun des extraits traités n’a pu dépasser 40% et 11% d’inhibition de S. 

aureus et d’E. coli respectivement, et par conséquent il était impossible de déterminer la 

CMI des extraits aqueux même à la concentration la plus élevée. Toutefois, et 

contrairement à ce que les extraits aqueux ont montré, l’extrait alcoolique a prouvé son 

efficacité dans l’inhibition de 99% de S. aureus, avec une CMI de 1000 µg/mL et une CMB 

de 2000 µg/mL. En effet, les teneurs très élevées en polyphénols totaux, particulièrement 

en flavonoïdes, et l’activité antioxydante très importante de l’échantillon alcoolique, sont 

à l’origine de l’effet antibactérien observé. En revanche, la CMI de la croissance de E. coli 

par ce type d’extrait n’a pas été déterminée puisque la concentration la plus élevée a juste 

inhibé 57% de la croissance bactérienne.  

Les activités antiprolifératives des extraits traités et non-traités par DIC ont été également 

testées. Les résultats ont montré que tous les extraits traités exercent des pouvoirs 
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antiprolifératifs supérieurs à celui de l’extrait MP aqueux, surtout au niveau des 

échantillons 20 et 22. D’autre part, le pouvoir antiprolifératif de l’extrait MP alcoolique 

était de 10 fois plus important que celui de l’extrait MP aqueux.  

Finalement, les dosages chromatographiques ont révélé que les rhizomes étudiés ne 

présentent pas dans leur composition la totalité des molécules recherchées. En revanche, 

les pics correspondant à l’émodine, l’aloé émodine, le chrysophanol et le physcion ont été 

détectés. Les quantités de ces derniers ne sont pas plus importantes dans les extraits 

aqueux des matériaux traités que dans MP. En revanche, des légères augmentations des 

teneurs en chrysophanol et en physcion ont été remarquées au niveau de l’échantillon 

DIC6. D’autre part, le « screening » par UHPLC-MS a révélé l’absence de l’aloe-émodine 

dans l’échantillon MP aqueux. Par conséquent, nous supposons que le pic détecté en HPLC 

au même temps de rétention que celui du standard de l’aloe-émodine n’y correspond pas. 

En plus des composés ciblés qu’on visait, la solution aqueuse de R. ribes L. a montré une 

richesse en d’autres composés. Ces derniers appartiennent en général à deux grandes 

familles : les glucides (et leurs dérivés) et les flavonoïdes glycosylés ou non. Ces composés 

méritent d’être exploités dans des études ultérieures, surtout que parmi eux se présentent 

des molécules à effets thérapeutiques.  
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1. Rappel du dispositif expérimental 

Les paramètres opératoires optimaux de la DIC ont été déterminés dans les trois derniers 

plans d’expériences. En résumé, l’adoption d’une basse pression de vapeur saturée a joué 

un rôle majeur dans la protection des composés phénoliques thermosensibles et dans 

l’augmentation de leur disponibilité dans les échantillons traités. En revanche, la variation 

du temps de traitement n’avait pas un effet significatif. 

Il serait donc intéressant de tenter des pressions de vapeur saturée encore moins 

importantes que celles adoptées dans le DoE 3, c’est-à-dire inférieure à 100 kPa. Tant qu’à 

la teneur initiale en eau des échantillons (W), il a été démontré que son augmentation 

n’aboutira pas à des meilleurs rendements en composés phénoliques. En prenant compte 

de la courbe de transition vitreuse qui a été précédemment estimée, la teneur initiale en 

eau des rhizomes broyés a été fixée à 0,45 gH2O/ g MS. 

2. Teneurs phénoliques totales des échantillons du DoE 4 

Les diagrammes de la  Figure 78 montrent les résultats des teneurs phénoliques totales 

des échantillons du DoE4 traités et non traités par DIC (MP aqueuse).  

D’abord, il est remarquable que tous les échantillons traités aient enregistré des valeurs 

de TPC supérieures à celle de MP aqueuse, ce qui n’a jamais été observé dans les résultats 

des trois derniers plans d’expériences. Ce résultat met de nouveau l’accent sur la thermo-

sensibilité des composés phénoliques des rhizomes de R. ribes L. d’où l’intérêt d’adopter 

un traitement doux en terme de pression de vapeur saturée. Une marge de pression allant 

de 60 à 160 kPa correspond à des températures de traitement comprises entre 86 et 113 

°C. A ces niveaux, les températures sont considérées comme peu nuisibles aux composés 

phénoliques surtout qu’il s’agit d’un traitement de courte durée (Cheng et al., 2014).  

Comme c’était le cas dans les plans d’expériences 2 et 3, les valeurs de TPC des points 

centraux sont répétables. Les valeurs phénoliques les plus élevées ont été attribuées aux 

échantillons 8 (119,95±0,88 mg EAG/g extrait), 9 (121,59±0,30 mg EAG/g extrait) et 11 

(133,12±0,37 mg EAG/g extrait) traités avec les pressions de vapeur saturée les moins 

élevées (70, 70 et 60 kPa respectivement) pour des durées de 22, 8 et 15 secondes 

(Tableau 27). Ces résultats sont cohérents avec ceux des plans d’expériences précédents 
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où les meilleures valeurs de TPC étaient toujours attribuées aux points traités avec la 

pression de vapeur la plus faible du domaine adopté. 

 

Figure 78- Teneurs phénoliques totales des différents échantillons traités et non -traités (MP) par 
DIC (DOE4) 

 

Tableau 27- Conditions expérimentales des différents essais du DoE4 avec le contenu 
phénolique total (TPC) des extraits traités et non traités (MP) par DIC 

 

Essai n° 
Pression 

(kPa) 

Temps 

(s) 

TPC  

(mg EAG/g 

extrait) 

Points  
centraux 

1 

110 15 

101,81±0,61 
4 101,25±0,55 
7 101,32±0,65 

10 101,35±0,23 
13 101,15±0,65 

 2 160 15 96,940±0,71 
3 110 25 102,05±0,53 
5 140 22 99,440±0,42 
6 140 8 99,270±0,41 
8 70 8 119,95±0,88 
9 70 22 121,59±0,30 

11 60 15 133,12±0,37 
12 110 5 100,56±0,92 

MP aqueuse - - 91,450±0,29 
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Les résultats observés dans la Figure 78 sont encore mieux soulignés dans le diagramme 

de Pareto (Figure 79-A) qui montre que la variation de la pression de vapeur saturée est 

le seul paramètre opératoire à avoir un effet significatif sur les teneurs phénoliques des 

échantillons traités. Les tracés des effets principaux (Figure 79-B) illustrent d’une part la 

relation négative qui existe entre l’augmentation de la pression de la vapeur saturée et les 

valeurs de TPC et d’autre part le manque d’effet de la variation du temps de traitement 

sur la même variable réponse.  

 

Figure 79- Diagramme de Pareto (A), tracé des effets principaux (B) et surface de réponse (C) 
pour les valeurs de TPC des échantillons du DOE4 

L'équation polynomiale (20) estimée à partir de la méthode de surface de réponse (Figure 

79-C) indique avec R2= 98% la haute qualité d'ajustement du modèle de TPC. En plus, 

l’équation (1) a également confirmé que les conditions DIC de pression de vapeur saturée 

de P = 60 kPa et de temps de traitement de t = 25 s, se rapportent à la valeur optimale de 

TPC de 132 mg EAG/g extrait, qui est environ 44 % plus élevée que la matière première.  

𝑇𝑃𝐶 = 196,097 − 1,448𝑃 + 0,222𝑡 + 0,0052𝑃2 − 0,0014𝑃𝑡 + 0.000128𝑡2 (20) 

Il est important de noter que parmi tous les plans d’expériences déjà adoptés, 

l’amélioration la plus importante au niveau de la teneur phénolique (45%) a été atteinte 

dans le DoE4, d’où l’intérêt de l’optimisation des paramètres opératoires. 
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3. Teneurs phénoliques totales des échantillons alcooliques et 

hydroalcooliques  

La teneur phénolique de l’extrait alcoolique, déjà effectué dans le DoE3 était relativement 

supérieure à celles des extrait aqueux traités et non traités (MP aqueuse) par DIC. En effet, 

le solvant d’extraction a impacté les activités biologiques des échantillons où l’extrait 

alcoolique a prouvé être un agent antibactérien et antiprolifératif plus puissant que tous 

les échantillons aqueux traités et non-traités par DIC. Par ailleurs, diverses études ont 

montré que l’éthanol 70% est le solvant le plus approprié pour l’extraction maximale des 

composés phénoliques des matrices végétales (Liu, 2008; Lohvina et al., 2022; Miguel et 

al., 2010). En effet, un solvant hydroalcoolique de ratio 70:30 éthanol:eau, permet 

d'extraire une variété de composés phénoliques, qui sont en effet plus solubles dans le 

mélange des solvants que dans l’un des solvants purs (Sánchez-Aguirre et al., 2022).  

Vu que l’échantillon 11 a enregistré la valeur de TPC la plus élevée parmi celles des autres 

échantillons du DoE4 en extraction aqueuse, deux autres types d’extractions 

(hydroalcoolique et purement alcoolique) ont été effectuées sur ce même point. Le but de 

ces travaux était d’évaluer l’effet du solvant sur l’extraction des polyphénols d’un 

échantillon traité par DIC et de le comparer avec le contrôle négatif y correspondant (MP 

hydroalcoolique et MP alcoolique). La Figure 80 représente les résultats des teneurs 

phénoliques totales suite aux trois types d’extractions appliquées sur l’échantillon 11, 

préalablement traité par DIC (P= 60 kPa, t= 15s). 

 

Figure 80- Teneurs phénoliques totales des échantillons 11 et MP suite à des extractions 
aqueuses, alcooliques et hydroalcooliques 
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Il est d’abord remarquable que les décalages (ΔTPC ≈ 41 mg EAG/g extrait) entre les 

teneurs phénoliques des échantillons 11 et les contrôles négatifs y correspondants sont 

similaires. Ceci dit que l’effet du traitement par DIC sur l’échantillon 11 est répétable, 

indépendamment du solvant d’extraction choisi. De plus, les résultats ont montré que les 

extractions des échantillons 11 et MP avec de l’éthanol 70% a entrainé une meilleure 

extraction (p<0,05) des composés phénoliques par rapport à l’extraction avec l’eau ou 

l’éthanol pur (Tableau 28). Ce résultat est cohérent avec celui obtenu par Sánchez-

Aguirre et al., (2022).  

 

Tableau 28- Teneurs phénoliques totales de l’échantillon 11 macéré dans une solution 
hydroalcoolique EtOH : H2O « 11 hydroalcoolique » et dans de l’éthanol pur « 11 alcoolique » 

Essai n° 
Pression 

(kPa) 

Temps 

(s) 

TPC  
(mg EAG/g extrait) 

11 Hydroalcoolique 60 15 200,14±1,39 

MP hydroalcoolique - - 158,10±2,03 

11 alcoolique 60 15 175,29±1,08 

MP alcoolique - - 134,57±0,51 
 

Les résultats du DOE 3 ont suffisamment prouvé que l’extrait macéré dans de l’éthanol 

pur était plus riche en composés phénoliques, notamment les flavonoïdes, et qu’il exerce 

des pouvoirs antioxydant, antibactérien et antiprolifératif relativement supérieurs à ceux 

des extraits aqueux, y compris ceux traités par DIC. Par ailleurs, il est notable dans la 

Figure 80 que les échantillons « 11 aqueux » et « MP alcoolique » présentent presque les 

mêmes teneurs phénoliques (133,12±0,37 mg EAG/g MS et 134,57±0,51 mg EAG/g MS 

respectivement) 

Ce résultat est très intéressant, sachant que l’un des objectifs de notre étude est 

d’optimiser l’extraction des molécules bioactives tout en respectant, au maximum 

possible, la méthode traditionnelle de préparation des décoctions de R. ribes L. Il sera donc 

intéressant de mener des expériences plus poussées afin d’exploiter l'impact du 

traitement par DIC sur les activités biologiques. Des résultats complémentaires et en 

faveur de ce qu’on a brièvement démontré dans ce chapitre pourront mener à la 

commercialisation des rhizomes traités selon les paramètres optimaux de la DIC. 
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4. Conclusion 

La première partie de ce chapitre présente les résultats des teneurs phénoliques des 

échantillons du quatrième plan d’expériences (DoE 4), qui a été établi en se basant sur les 

paramètres optimaux conclus des trois derniers plans de l’étude. Ainsi, tous les 

échantillons traités dans le cadre de ce DoE4 ont montré des valeurs de TPC supérieures 

à celle de MP aqueuse, ce qui n’a jamais été observé dans les résultats des autres plans 

d’expériences. L’amélioration la plus importante au niveau de la teneur phénolique (45%) 

a été atteinte dans le DoE 4, d’où l’intérêt de l’optimisation des paramètres opératoires. 

La deuxième partie de ce chapitre montre les résultats des teneurs phénoliques de deux 

types d’extractions (hydroalcoolique et purement alcoolique) du point 11. Le but était 

d’évaluer l’effet du solvant sur l’extraction des polyphénols d’un échantillon traité par DIC 

et de le comparer avec le contrôle négatif y correspondant (MP hydroalcoolique et MP 

alcoolique). Pareillement aux constats observés dans l’extraction aqueuse, il a été constaté 

que les teneurs phénoliques des extraits 11 alcooliques et 11 hydroalcoolique traités par 

DIC sont supérieures à celles des contrôles négatifs y correspondants. Les résultats ont 

également montré que l’extraction hydroalcoolique entraîne une meilleure extraction des 

composés phénoliques par rapport à l’extraction avec l’eau seule ou l’éthanol pur 

(p<0,05).
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 Conclusions générales et perspectives 

L'utilisation de produits médicinaux et de compléments à base de plantes a 

considérablement augmenté au cours des trois dernières décennies. Pas moins de 80 % 

des personnes dans le monde y ont recours pour une partie de leurs soins de santé 

primaires (Ekor, 2014). Il serait donc intéressant d’optimiser les paramètres de nouveaux 

procédés d’extraction des molécules bioactives à effets thérapeutiques. Des centaines 

d’études ont prouvé l’efficacité de la technologie DIC dans l’expansion des matrices 

végétales, permettant une meilleure pénétration des solvant d’extraction et par la suite 

un rendement d’extraction plus élevé. Dans cette étude nous avons visé à optimiser les 

paramètres opératoires du traitement des rhizomes de R. ribes L. par DIC, en adoptant une 

série de plans d’expériences.  

En se basant sur les résultats des deux premiers plans d’expériences, nous avons d’une 

part conclu que l’étape du broyage mécanique des rhizomes avant leur traitement par DIC 

est cruciale. D’autre part, les résultats ont montré que le traitement des rhizomes avec des 

hautes pressions de vapeur saturée entraîne la dégradation des molécules phénoliques 

thermosensibles contenues dans les extraits de rhizomes.   

Les paramètres opératoires du troisième plan d’expériences ont été choisis en fonction 

des constats précédents, en ajoutant un facteur supplémentaire : la teneur en eau initiale 

des rhizomes. À l’issu de l’application du DoE 3 et grâce à la méthode de surface de 

réponses, nous avons pu identifier les paramètres opératoires du traitement permettant 

d’atteindre les valeurs maximales de TPC, TFC et d’activité antioxydante des rhizomes. 

Ainsi, les paramètres optimisés sont une pression de vapeur saturée P = 100 kPa, une 

durée de traitement t = 30 s et une teneur initiale en eau des rhizomes W = 0,2 g H2O/g 

MS. Nous avons également constaté que l’effet de la nature du solvant d’extraction sur 

toutes les variables réponses est relativement supérieur à celui du traitement des 

rhizomes par DIC. Sur le plan des activités antibactériennes des rhizomes, nous avons 

conclu que les extraits aqueux traités ou non-traités par DIC sont relativement inefficaces 

dans l’inhibition de la croissance bactérienne de E. coli et de S. aureus. Par contre, nous 

avons constaté que le traitement par DIC exerce des effets positifs sur les pouvoir 

antiprolifératifs des extraits de rhizomes. Par ailleurs, l’échantillon 20 précédemment 
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traité à une basse pression de vapeur saturée et présentant une teneur élevée en 

polyphénols, a réussi à inhiber jusqu’à 60% la viabilité des cellules cancéreuses. 

De plus, en se basant sur les dosages chromatographiques par HPLC-UV et UHPLC-MS 

nous avons pu conclure que trois (émodine, chrysophanol et physcion) parmi les sept 

molécules d’intérêt recherchées ont effectivement été détectées dans les extraits de 

rhizomes. Les résultats de la quantification nous a permis de constater que le traitement 

par DIC n’impacte pas ou peu les teneurs en émodine, chrysophanol et physcion des 

extraits.  

Enfin, le dernier plan d’expériences a confirmé l’intérêt de l’optimisation des paramètres 

opératoires de la DIC. En effet, l’amélioration la plus élevée (45%) au niveau de la teneur 

phénolique des extraits aqueux de rhizomes a été atteinte dans le cadre du DoE 4. De plus, 

nous avons pu conclure que l’extraction hydroalcoolique (éthanol 70%) d’un point traité 

avec les paramètres opératoire optimaux de la DIC donne une meilleure extraction des 

composés phénoliques par rapport à l’extraction avec l’eau seule ou l’éthanol pur 

(p<0,05). 

Dans la continuité des travaux de cette thèse, plusieurs perspectives sont envisageables. 

Tout d’abord, il serait intéressant d’effectuer des essais expérimentaux, afin d’enrichir nos 

connaissances sur les variables réponses du dernier plan d’expériences. Des données 

supplémentaires concernant les activités biologiques des échantillons du DoE 4 pourront 

confirmer l’amélioration importante observée au niveau des teneurs phénoliques des 

extraits aqueux des rhizomes.  

Au-delà des effets antibactériens et antiprolifératifs déjà testés dans le cadre de cette 

thèse, il serait intéressant d’élargir la gamme des activités biologiques des extraits traités 

par les paramètres optimaux de la DIC. Par exemple, l’étude de l’effet du traitement par 

DIC sur le pouvoir anti-inflammatoire des rhizomes de R. ribes L. serait important, surtout 

que cet effet thérapeutique a été déjà prouvé par divers chercheurs. Par ailleurs, il serait 

nécessaire de tester l’effet des extraits des rhizomes sur la prolifération d’autres types de 

lignées cellulaires que ceux exploités dans cette thèse.  

Suite aux manques de données sur la composition chimique exacte des rhizomes de R. 

ribes L., nous avons été obligés d’adopter dans nos analyses la température de transition 

vitreuse approximative des rhizomes. Un travail approfondi pour la détermination des 
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éléments constituant les rhizomes, ainsi que la fraction massique de chacun d’entre eux 

serait nécessaire pour un calcul rigoureux de la Tg des rhizomes et par conséquent des 

analyses encore plus exactes sur la position du traitement par DIC par rapport à la courbe 

(T,W)g. 

Noori et al. (2022) ont reporté des augmentations significatives des niveaux de teneurs 

en polyphénols totaux et en flavonoïdes ainsi que des améliorations des activités 

antioxydantes et antiprolifératives des rhizomes de R. ribes L. extraits dans un bain 

ultrasonique. Une étude du couplage de la technologie de la Détente Instantanée 

Contrôlée avec une extraction assistée par ultrasons serait donc d’une importance 

majeure.
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Annexe 1 

 

Figure 81- Courbes d’étalonnage des molécules standards d’émodine (A), d’aloe-émodine (B), de chrysophanol (C) et de physcion (D)  
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Annexe 2 

Tableau 29- Tableau présentant les molécules suspectées détectées dans l’échantillon MP aqueux par UHPLC-MS 

Formule brute Molécules suspectées 

C23H24O12 

Type flavonoïdes 

• Aurantio-obtusin β-D-glucoside 
• Tricin 7-O-glucoside 
• Tricin 5-O-β-D-glucoside 
• Tricin 7-O-β-D-glucoside 
• Malvidin 3-O-β-D-glucoside betaine 
• Limocitrin 3-rhamnoside 
• Quercetin 3,3'-dimethyl ether 7-glucoside 
• Quercetin 3,4'-dimethyl ether 7-glucoside 
• 5,2',6'-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavone 2'-glucoside 
• Iristectorigenin A 7-O-glucoside 
• Licoagroside A 
• 3',4',5-Trihydroxy-3,7-dimethoxyflavone 5-glucoside 
• 3',8-Dimethoxyapigenin 7-glucoside 
• 3',7-Dimethoxy-4',5,8-trihydroxyflavone 8-glucoside 
• Eupatolin 
• Quercetin 3,3'-dimethyl ether 4'-glucoside 

 Type flavonoïdes 

C21H22O8 

• 7-hydroxyflavanone 7-O-β-D-glucoside 
• 3,3',4',5,6,8-Hexamethoxyflavone 
• nobiletin 

• 2-(2,5-dimethoxyphenyl)-5,6,7,8-tetramethoxy-4H-1-benzopyran-4-one 
• 2-(3,5-dimethoxyphenyl)-5,6,7,8-tetramethoxy-4H-1-benzopyran-4-one 
• 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,5,6,7-tetramethoxy-1-benzopyran-4-one 

https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:28268
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:131775
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:131776
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:144782
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:168081
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:184649
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:184665
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:184956
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:191513
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:191716
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:191769
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:192422
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:192455
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:27590
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:175983
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:7602


Annexe 

 

226 

 

• 5,6,7-trimethoxy-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1-benzopyran-4-one 
• 3,3',4',5,6,8-Hexamethoxyflavone 
• Pinocembrin 7-O-rhamnoside 

Dérivé d’anthracène 
• Chrysaloin 

C21H22O9 

Type flavonoïdes 

• 5-Hydroxy-3,6,7,2',4',5'-hexamethoxyflavone 
• 8-Hydroxy-3,5,7,3',4',5'-hexamethoxyflavone 
• Equol 4'-O-glucuronide 
• Naringerin 
• 3,4,5-trihydroxy-6-[4-hydroxy-2-(3-phenylpropanoyl)phenoxy]oxane-2-carboxylic acid 
• 7-Hydroxy-3,3',4',5,6,8-hexamethoxyflavone 
• 5-Hydroxy-3,3',4',6,7,8-hexamethoxyflavone 
• Equol 7-O-glucuronide 
• Dihydrodaidzin 
• Natsudaidain 
• Neoisoliquiritin 
• Neoliquiritin 
• Isosakuranetin 7-xyloside 
• Pinocembrin 5-O-glucoside 
• Naringenin 4'-O-alpha-L-rhamnopyranoside 
• Naringenin 5-rhamnoside 

Anthraquinones 

• Aloin 
• Aloin A  
• Aloin B 

Phénol Glycosylé 

• hydrangeic acid 4ʼ-O-β-D-glucopyranoside 

https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:166622
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:166623
https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:191600


Annexe 

 

227 

 

• hydrangenol 8-O-β-D-glucopyranoside 
• hydrangenol 4ʼ-O-β-D-glucopyranoside 
• isoliquiritin  
• liquiritin 

Xanthone 

• polygonimitin B 

Dérivé de stilbène 

• Gaylussacin 

C23H22O12(Na)+ 

Type flavonoïdes 

• kaempferol 3-O-β-D-glucoside 
• 5,7-Dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavone 7-glucuronide 
• Scutellarein 6,7-dimethyl ether 4'-glucuronide 
• Hispidulin 7-methylglucuronide 
• Orobol 8-C-(6''-acetylglucoside) 
• 2''-O-Acetylisoorientin 
• Irisolidone 7-O-glucuronide 

Anthraquinone glycosylé 

• 1,3,6-trihydroxy-2-hydroxymethyl-9,10-anthraquinone-3-O-(6ʼ-O-acetyl)-β-D-
glucopyranoside 

https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:185024


 

 

 


