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Liste des abréviations et symboles

(CH3)2CO : Acétone

AcOEt : Acétate d’éthyle

AcOH : Acide acetique

C-18 : Dimethyl octadecyl silane (phase inverse)

CC : Chromatographie liquide sur colonne ouverte
CCM : Chromatographie sur couche mince

CD30OD : Methanol deutéré

CDClI; : Chloroforme deutéré

(CD3)2CO0 : Acetone deutérée

CH2Cl2 : Dichloromethane

CHCI3 : Chloroforme

CIso : Concentration inhibitrice a 50%

COSY : Correlation Spectroscopy

CPC : Chromatographie de partage centrifuge

CPG : Chromatographie en phase gazeuse

d : Doublet

DAD : Diode Array Detector

DEPT : Distortionless Enhanced Polarization Transfer
dH : Deplacement chimique du proton

dC : Deplacement chimique du carbone

DMSO : Dimethylsulfoxyde

DPPH : 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyle

El : Electronic impact

ESI : Electrospray Ilonization

EtOH: Ethanol

FID : Detecteur a ionisation de flamme

GC : Gaz Chromatography

HMBC : Heteonuclear Multiple Bond Correlation
HPLC : High performence liquid chromatography
HRMS : High resolution mass spectrometry

HSQC : Heteonuclear Single Quantum Correlation

Hz : Hertz

2J : Constante de couplage entre atomes sépares par 2 liaisons
3] : Constante de couplage entre atomes separes par 3 liaisons
*J : Constante de couplage entre atomes separes par 4 liaisons
m : Multiplet

[M—H]+ : Molécule déprotonée

MeOH : Methanol

MPLC : Chromatographie liquide 8 moyenne pression
MSn : Spectrometrie de masse en n etapes



m/z : Masse/charge électrique

NH4OH : Ammoniaque

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
A : Longueur d’onde

ppm : Partie par million

q : Quadruplet

RDA : Retro-Diels-Alder

RI : Retention index

RMN : Spectrometrie de resonance magnetique nucleaire
RPMI : Roswell Park Memorial Institut

s : Singulet

sh. : Epaulement

sp. : Espece

ssp. : Sous-espece

t: Triplet

TOCSY : TOtal Correlation SpectroscopY

TOF : Time of Flight

tr : temps de retention

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography
UV : Ultraviolet
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Abstract :

Strawberries are good sources of antioxidants, mainly phenolic compounds with significant antioxidant
power. This is the thing that leads us to say that strawberries can help prevent cardiovascular diseases, cancers
and aging-related problems caused by oxidative stress. Additionally, strawberry was found to be rich in phenolic
compounds mainly total polyphenols. Indeed, the quantitative analyzes of our extracts showed significant results

for the dosage of flavonoids and tannins. The antioxidant power of our extracts showed that the IC50 values are

high compared to those found for vitamin C.



The chromatographic technique coupled with mass spectrometry was satisfactory for the identification of certain
substances such as antioxidants and other chemical bodies mentioned in the experimental part.

During this thesis, the influence of the solvent and the extraction method was observed on the contents
of natural antioxidants as well as on phenolic compounds and the evaluation of their antioxidant activity in
strawberries, a fruit widely cultivated in Algeria. We were also interested in ultrasound-assisted extraction,
which constitutes an example of green chemistry.

This technique, nowadays exclusively used in the laboratory, makes it possible to obtain in a simple and
rapid manner an extract with a chemical composition superior to that obtained by conventional methods. The
study of antioxidant activities (DPPH and FRAP) were also evaluated during this work.

Key words: Strawberries, phenolic compounds, antioxidant capacity, UV-Visible spectroscopy, LC-MS

Résumé :

Les fraises sont de bonnes sources d’antioxydants principalement les composés phénoliques possédant
un pouvoir antioxydant important. C’est la chose qui nous amené a dire que les fraises peuvent contribuer a
prévenir les maladies cardiovasculaires, les cancers et les problémes liés au vieillissement causées par le stress
oxydant.

De plus, la fraise s’est avérée riche en composés phénoliques principalement les polyphénols totaux. En
effet les analyses quantitatives de nos extraits ont montré des résultats importants pour le dosage des flavonoides
et les tannins. Le pouvoir antioxydant de nos extraits a montré que les valeurs des IC50 sont élevées par rapport
a celles trouvées pour la vitamine C.

La technique chromatographique couplée a la spectrométriec de masse ¢était satisfaisante pour
I’identification de certaines substances comme les antioxydants et d’autres composés chimiques citées dans la
partie expérimentale.

Durant cette thése, I’influence du solvant et de la méthode d’extraction a été observée sur les teneurs en
antioxydants naturels ainsi que sur les composés phénoliques et I’évaluation de leur activité antioxydante dans
la fraise, un fruit largement cultivé en Algérie.

Nous nous sommes aussi intéressés a ’extraction assistée par ultrasons qui constitue un exemple de
chimie verte. Cette technique, de nos jours exclusivement utilisée en laboratoire permet d’obtenir de maniére
simple et rapide un extrait présentant une composition chimique supérieure a celle obtenue par les méthodes
conventionnelles.

L’¢étude des activités antioxydantes (test DPPH et FRAP) ont été aussi évaluées au cours de ce travail.

Mots clés : Fraises, compsés polyphénoliques, activité antioxydante, spectroscopieUV-Visible, LC-MS.
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Introduction générale

La fraise est I’un des fruits les plus consommé a travers le monde car c’est une
excellente source d’antioxydants naturels. De plus, ses qualités organoleptiques reconnues
vont de pair avec sa fragilit¢ qui en fait également 'un des fruits les plus difficiles a
manipuler (Vicente et al, 2002). Les changements biochimiques qui se produisent pendant le
murissement des fruits concernent I’accumulation des pigments de flavonoides, la production
des composés volatils et I’accumulation du sucre, etc..., résultent en des changements
importants affectant sa qualit¢ (Manning et al, 1998 ; Aharoni et al, 2000). De ce fait la
cueillette, le transport, et aussi le stockage des fruits engendrent des pertes importantes de la

qualité des fraises apres récolte.

Des recherches dans le domaine de la nutrition se concentrent désormais sur I’étude
des aliments pour leur potentiel protecteur, préventif et retardateur de maladies chroniques
(Nicoli et al, 1999). En effet les fraises sont une bonne source d'antioxydants naturels tels que
vitamine C, polyphénols, et sont parmi les fruits, qui ont une bonne capacité antioxydante et
se révelent étre avantageux pour les consommateurs, car ils ont des valeurs alimentaires

importantes (Beatriz R et al, 2004).

Les dommages oxydatifs provoqués par le stress oxydant sont impliqués dans le
cancer, les maladies cardiovasculaires et d’autres maladies dégénératives. La peroxydation
lipidique induite par les radicaux libres a été proposée pour étre impliquée de maniére critique
dans plusieurs états pathologiques dont le cancer (Kesic et al, 2009).

Au cours de ces derniéres années, un nombre croissants de rapports confirment que
beaucoup de fruits et légumes peuvent offrir une protection contre certaines maladies
chroniques causées par le stress oxydatif (Sun et al, 2009), et une attention considérable a été
portée aux propriétés antioxydantes des végétaux qui peuvent étre utilisés pour la
consommation humaine.

Les antioxydants naturels en particulier les composés phénoliques présents dans les
fruits et légumes suscitent un intérét considérable dans le domaine de I’alimentaire, de la
chimie et de la médecine en raison de leur potentiel antioxydant promoteur (Kalia et al,
2008). Les éventuels avantages de la consommation des polyphénols pour la santé ont été
suggérés de dériver de leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Queen et
Tollefsbol, 2010), anti-cancérigenes (Liu et Castonguay, 1991). La raison de ces activités est
le fort caractére antioxydant des polyphénols, qui est basée sur leur capacité a inhiber les

radicaux libres (Nawaz et al, 2006).



Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules
antioxydantes comme les polyphénols les vitamines et les caroténoides. Ce sont des
substances trés répandues dans le régne végétal, faisant partie intégrante de notre nourriture
journaliere. Elles ont été décrites comme ayant un grand nombre de propriétés biologiques :
antioxydantes, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-cancérigénes. En 2002 Netzel et ses
collaborateurs ont montré que l'ingestion de jus a entrainé une augmentation significative
(30%) de la capacité antioxydante plasmatique apres 2 heures.

Récemment, la santé occupe comme jamais au paravent une place privilégiée et un
rang important. Dans un monde ou les effets préjudiciables de la préparation industrielle des
aliments, de 1’emploi excessif des conservateurs et des additifs alimentaires sont de plus en
plus manifestes, les fruits et les 1égumes apparaissent désormais comme les symboles d’un
mode de vie plus naturel et plus sain.

Dans cette étude, on s’intéresse aux antioxydants naturels polyphénoliques contenus
dans les fraises car ils sont considérés comme substances phytochimiques ayant des effets
prébiotiques, antioxydants, et anti-inflammatoires. Leur toxicité est faible et sont considérés
comme non toxiques. De plus, ils sont partiellement responsables des qualités sensorielles et

alimentaires des aliments végétaux.

La fraise devrait étre récoltée a pleine maturité pour une qualit¢é maximum par rapport
a la saveur et a la couleur. Les principaux changements de la composition de ce fruit qui sont
habituellement associés a la maturation, ont lieu quand le fruit est encore attach¢ a la plante
mere. Ceci signifie qu’il y a une période trés courte ou le fruit est a sa meilleure qualité. Par
conséquent les fraises devraient étre récoltées prétes pour la consommation (Bretch et al,

2003).

A part les dégats mécaniques, une cause de la détérioration de la fraise apres la récolte
est la croissance et le développement des moisissures. Puisque, il est interdit 1’utilisation des
fongicides apres récolte, les bases température et les atmospheéres modifiées sont les méthodes
les plus utilisées pour éviter au moins, particulierement, la croissance des moisissures et la
sénescence rapide du fruit et prolonge de ce fait leur durée de conservation (Manning et al,

1996)

Dans le passé récent, la saveur, la forme et I’aspect étaient les attributs les plus
importants des fruits et des I€égumes frais mais de nos jours les consommateurs se préoccupent
davantage par la sureté et la valeur nutritive de la nourriture. Les qualités principales li¢es a la

qualité du fruit sont la texture, la saveur et la couleur. Les changements de la texture sont une

2



conséquence du processus normal de sénescence et également de I’atmosphére dans la quelle

les fruits sont stockés. (Ife Fitz. J, 2003)

Néanmoins, le retard entre la récolte et le stockage a des températures appropriées est
trés critique pour le succes du traitement. Des auteurs ont observé que les fruits stockées a des
bases températures, 6 heurs aprés la récolte, montraient des changements indésirables de la
couleur et de la texture et également une réduction d’environ 50% de la teneur en eau par

rapport a ceux qui ont ét¢ immédiatement refroidies apres récolte. (Nunes et al, 1995).

A notre connaissance et selon une étude bibliographique exhaustive que nous avons
entreprise, peu de travaux ont été effectués sur les fraises. Dans la littérature, on trouve
quelques ¢études portant sur la comparaison des méthodes d'extraction mais celles-ci restent
partielles et souvent limitées. De nombreuses études ont été menées pour l'optimisation des
techniques d’extraction dans le but de chercher une augmentation du rendement d'extraction
des composés polyphénoliques mais sans tenir compte de I’évolution de leurs activités
antioxydantes. Une étude tenant en compte l'efficacité¢ de l'extraction et la préservation des
activités des composés polyphénoliques devrait permettre une valorisation optimale du
contenu phénolique des fraises.

Dans cette ¢tude, nous avons essayé dans un premier temps, d’étudier 1’effet des
solvants sur la teneur en antioxydants naturels d’un fruit trés répandu en Algérie «la fraise :
Fragaria vesca » en adoptant des méthodes d’extraction conventionnelles dites classiques
telles que la macération, le reflux, et le soxhlet et non conventionnelles telle que la sonication
et d’évaluer I’activité antioxydante des composés phénoliques contenus dans les fraises en
utilisant différentes méthodes. Dans un deuxiéme temps nous avons essayé¢ de faire une
identification des antioxydants naturels contenus dans la fraise en utilisant des méthodes
spectroscopiques (UV-visible) et chromatographiques (GC/MS et LC/MS) en effet, La mise
au point de méthodes de criblages chimiques et biologiques contribue a ’obtention de
composes actifs a partir d’extraits. Les techniques combinées HPLC/MS permettent une
approche directe afin de déterminer la nature des antioxtydants naturels sans les isoler des
extraits. Par la suite, nous avons essay¢ de doser certains minéraux et oligoéléments tels que
(Na, K, P, Cu, Fe, Se ..... etc) en adoptant une méthode quantitative facile a mettre en

ceuvre, économique et peu onéreuse telle que la X-R-fluoréscence.
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L’objectif général de ce travail de these est d’appliquer les techniques chromatographiques et
spectroscopiques dans I’identification des antioxydants naturels contenus dans les fraise. Il se
subdivise en quatre objectifs spécifiques qui sont :

e [L’optimisation de la méthode extractive des antioxydants naturels contenus dans les
fraises soumises a 1’étude dans le but de maximiser leurs rendements d’extraction ;

e [Evaluation des activités antioxydante des extraits des fraises par différentes méthodes
(DPPH et FRAP).

e L’influence des conditions de stockage (température et emballage) sur les taux des
antioxydants naturels des fraises.

e [’identification des antioxydants naturels contenus dans nos échantillons de fraise a
I’aide des techniques spectroscopiques (UV-vis) et chromatographiques (HPLC-MS),
et dosage des minéraux et oligoéléments par XRF.

La premiére partie de notre étude est consacrée a la bibliographie, elle se subdivise en quatre

chapitres détaillés comme suit :

Le premier chapitre commence par donner un apercu général sur les fraises et le fraisier.

Dans le deuxiéme chapitre, nous rappelons les propriétés biologiques et chimiques des
antioxydants naturels dans les fruits et les légumes, leurs applications et aussi leurs intéréts
dans différents domaines et leur incidence sur la santé. Nous évoquerons aussi dans ce
chapitre le phénomene du stress oxydatif, et ’implication pathologique des radicaux libres et
leurs effets néfastes sur la santé.

Le troisieme chapitre portera sur la présentation de quelques procédés d’extraction des
antioxydants naturels et les différentes méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante.
Enfin un dernier chapitre est consacré a 1’étude des différentes méthodes d’identification des
antioxydants naturels poly phénoliques dans les fruits et les 1égumes.

La partie expérimentale est traitée dans la seconde partie de notre travail, et qui se
scinde en deux axes : dans le premier axe, nous présentons le matériel et les méthodologies
utilisées pour réaliser les screening phytochimique, les différentes méthodes d’extraction et de
quantification des antioxydants naturels (polyphénols totaux, flavonoides, anthocyanes,
tannins et vit C). Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressées a détailler les
méthodes d’évaluation des activités antioxydantes et la détermination de quelques minéraux
contenus dans nos extraits des fraise par X-Ray-fluoréscence.

La troisieme partie expose les résultats obtenus concernant les rendements, les teneurs des

composés phénoliques, le potentiel antioxydant des différents extraits de nos échantillons de



fraises, I’identification des antioxydants naturels contenus dans nos échantillons de fraise a
I’aide des techniques spectroscopiques et chromatographiques, suivis de leur discussion.

Enfin et pour cloturer cette étude, une conclusion générale suivi de recommandations et de
perspectives résumant 1’ensemble de nos résultats expérimentaux seront exprimées pour

achever cette étude.



Chapitre 1

Géneralités sur le fraisier et les fraises



1— Introduction

Plusieurs especes du genre Fragaria existent dans le monde entier. Toutes donnent des
faux-fruit charnus appelés "fraises". Presque toutes les espéces ont fait I'objet de cueillette par
les populations locales, mais toutes ne sont pas alimentaires au méme degré. Répandus dans
tout I'hémisphére nord, les fruits de I’espéce Fragaria vesca, le Fraisier des bois, sont de
petite taille, mais particuliecrement parfumés. L'espéce commence a étre cultivée en France
vers le XIV® siécle puis sa culture se répand en Europe. (Darrow, G.M., 1966).

Une espeéce américaine Fragaria chiloensis, le Fraisier du Chili est particuliérement

remarquable par la grosseur de ses fruits. Une forme a fruits blancs, subsp. chiloensis f.
chiloensis était déja cultivée par les Amérindiens précolombiens (Mackee, H. S. 1994).
En termes de production des fruits et selon la base des données statistiques de I'Organisation
des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture, la fraise est parmi les cultures les plus
importantes au monde, avec une production globale de 4,1 millions de tonnes. Sur la base de
ce chiffre, les fraises apparaitraient clairement comme I'une des baies les plus consommeées en
Algérie, avec une production continue estimé jusqu’a 100.000 quintaux en 2015 (FAO, 2013).
En outre, les fraises sont économiquement et commercialement importantes et largement
consommeées a 1’état frais ou sous d'autres formes (jus, concentré de confiture, gelée et séché
réhydraté avec du yogourt) (Allane et Benamara, 2010).

Les fraises font partie des baies les plus étudiées en agronomie, en génomique et en
nutrition, c’est pour cela des recherches dans le domaine de la nutrition se sont concentrées
sur I’étude des aliments pour leur potentiel protecteur, préventif et retardateur de maladies
qui peuvent étres graves pour I’organisme humain et parmi ces aliments qui englobent toutes
ces particularités trés intéressantes est la fraise (Hannum, S.M., 2004 et Tulipani, S.,
2009). Donc quelle est I’origine de sa culture ? Comment on peut la planter et quelles sont
ces compositions chimiques et ces caractéristiques organoleptiques qui la rendent trop
demander par les consommateurs et tres bénéfique pour la santé? Par le biais de ce premier

chapitre on essayera de répondre a ces questions.

2— Généralités sur le fraisier
Les fraises poussaient des la plus haute antiquité a I'état sauvage en Amérique et en
Asie ainsi que dans les zones Sub-alpines d'Europe occidentale. Nos ancétres connaissaient et

utilisaient les fraises des bois, mais ne les cultivaient pas.
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La culture de la fraise n'a véritablement commencé qu'autour de 1'an 1300 ou les
Européens transplantaient des fraisiers des bois dans leurs jardins, L'histoire n'est pas unanime
sur le sujet, car certains disent que ce serait Jacques Cartier qui aurait été le premier a
rapporter Fragaria virginiana en Europe, Cependant, d'autres témoignent que ce serait
Francis Drake qui aurait rapporté des fraisiers des colonies de Virginie jusqu'en Angleterre en
premier. Les fraisiers sauvages ou cultivés appartiennent tous au genre Fragaria de la famille
des Rosacées (Darrow, 1966). Depuis l'obtention des fraisiers a gros fruits, Fragaria X
ananassa, les améliorateurs génétiques travaillent a faire des croisements entres les
différentes variétés afin d'en obtenir les critéres désirés.

Ils existent actuellement environ 600 variétés différentes de fraisiers et ils varient entre
eux selon plusieurs critéres dont la taille, la texture, la saveur, la couleur, la résistance aux

maladies, la période de production, le niveau en éléments nutritifs... etc. (Albin. M., 1999).

2.1- Description du fraisier

Le fraisier (Fragaria x ananassa) appartient a la famille des Rosaceae. Il est cultivé
dans presque tous les pays du monde (Mishra, 2014). C’est un des fruits nutritifs les plus
populaires parmi les baies et non-climactérique de la consommation humaine fréquente

(Brilouet.J.M, et al., 2013).

1-rosette et stolos
2-inflorescence
3-fleur

4-faux fruit
S-akéne (fruit)

Figure 1 : Description du fraisier ( Hequet, V et al ; 2009)



2.2— Classification botanique

Fragaria x ananassa Duch regroupe 1’ensemble des espéces cultivées de fraisier. Cette
plante herbacée de la famille des Rosacées produit des stolons qui permettent la formation de
nouveaux plants par multiplication végétative. La multiplication par graine est en effet
presque exclusivement réservée a la création variétale (Albin. M., 1999).

Les fraises, issues de la reproduction sexuée et considérées comme des fruits, sont en fait des
polyakenes. En effet, la fraise correspond au réceptacle charnu sur lequel sont disposés. Les

akenes, véritables fruits au sens botanique du terme (Crete.P., 1969).

2.3 — Taxonomie : Selon (Fournet, J. 2002)

Reégne : Plantae

Sous- régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous- classe : Rosidae

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Genre : Fragaria

Type : vivace stolonifére
Origine : Europe essentiellement

Germination : 2 mois

2.4 — Morphologie

Les fraisiers sont des plantes pérennes herbacées avec une courte tige légeérement
lignifiée porte une rosette de feuilles trifoliées (Les fleurs : pétales blanche et cceur jaune) et
formant une touffe plus ou moins volumineuses.

La tige ou «rhisome» ¢émet dans la plus part des cas ou sous certaines conditions
saisonnicres, des bourgeons axillaires s’allonge en stolons appelés aussi les filets ou coulants
terminés, chacun une par une petite rosette pour donner naissance a des nouvelles

plantes. (Lavergne, C. 2011)



Figure 2: Morphologie du fraisier (Hequet, V. ; Le Corre, M. 2010)

2.5 — Les différents types des fraisiers

Cette espece a donné naissance a un nombre considérable de variétés qui peuvent étre

rattachées a trois groupes distincts :

2.5.1- Fraisier a petits fruits dits « des quatre saisons »

Race vigoureuse produisant en abondance des petits fruits trés parfumés qui rappellent
la fraise des bois. Les fraisiers de quatre saisons fructifient sans discontinus de mai — juin

jusqu’ au mois d’octobre. Ils se plaisent a exposition modérément ombragés

2.5.2— Fraisier a gros fruits remontants « fructification échelonnée »

Leur fruit sont de taille variable mais ils sont toujours nettement plus volumineux que
ceux des « quatre saisons ». Ils fructifient une premiere fois en mai- juin puis aprés une
période de repos en juillet- aout, ils « remontent » ¢’est-a-dire qu’ils recommencent a produire
jusqu’aux gelées comme les fraisiers de quatre saisons et ils réclament une exposition
ensoleillée.

2.5.3— Fraisier a gros fruits non remontants « fructification groupée »

Leurs fruits sont de méme genre et souvent plus gros que ceux des précédents mais
contrairement a eux, la totalité de leur récolte ne s’échelonne que sur une durée de 3 a 4
semaines. Elle est souvent précoce suivante les variétés : en climat moyen, les plus hatives
sont généralement bonnes a récolter du 15 mais au 15 juin, celle de moyenne saison du 1" au

30 juin et les plus tardives du 15 juin au 15 juillet. (Clause. J, 1992)
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2.6 —Plantation des variétés remontantes et non remontantes
La plantation des variétés remontantes et non remontantes se fait aux mémes époques

mais les périodes de récolte sont différentes. L’époque de plantation, pour toutes les variétés,
a I’exception « des quatre saisons » la période la plus propice a la mise en place des fraisiers
se situe du 15 aout au 15 octobre, a cette époque, les plantes ont le temps de s’enraciner avant
I’hiver et fructifient normalement dés I’année suivante.

Une autre période favorable a la reprise se présente au printemps, en mars-avril, mais elle ne
convient bien qu’aux fraisiers des quatre saisons (pour lesquels c’est le meilleur moment) et

aux variétés remontantes qui produisent a partir de fin aout-septembre. Les variétés

remontantes ne donnent une vraie récolte que 1’année suivante. (Mackee, H. S. 1994)

2.6.1- La récolte des variétés non remontantes

Pour les variétés de saison, la récolte s’étale sur 25 a 45 jours dont la cueillette est prévue
pour les 2 ou 3 jours.

2.6.2— La récolte des variétés remontantes

Pour les variétés remontantes la production est étalée depuis le printemps jusqu’au premicres

gelées (Tison, J.-M. & de Foucault, B. 2014).

- Période de plantation - Période de récolte
fdn remontantas
- Période de récolte

remontantes

Figure 3: Calendrier de culture de fraise (Tison, J.-M. de Foucault, B . 2014)

2.7—- Mise en place des fraisiers

Afin de faciliter les cueillettes et 1’entretien ultérieur, la meilleure disposition consiste
a planter les fraisiers par séries de deux rangs selon le schéma ci-joint, chacune de ces
« planches » étant séparée de la suivante par un sentier de 60cm de largeur.
Les fraisiers craignent beaucoup 1’humidité stagnante, il est recommandable en terrain
imperméable de les planter sur « billon » (butte) comme figuré sur le dessin. En plus sachant

que le paillage du sol est trés utile au fraisier. (Clause. J, 1992)
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Figure 4 : La bonne plantation de fraisiers. (Clause. J, 1992) et Luttge U., 1997)

2.8 —Exigences écologiques du fraisier
2.8.1- Exigences climatiques

e La température : La résistance du fraisier au froid dépend du stade végétatif : en

hiver, pendant la période de repos, il peut résister a — 25° C par contre, sa floraison
survenant en Avril-mai est trés sensible aux gelées tardives de printemps (une petite
gelée détruit la fleur). Pour éviter tout dommage, prévoyez un tunnel de forcage et la
température moyenne pour une bonne floraison est de I’ordre de 10 & 15°C.
Une bonne fécondation exige une température de 20°C, la maturation normale du fruit
nécessite une température au dessus de 15°C et la température optimale de croissance
se situe autour de 25°C avec un arrét de croissance a des températures inférieures a
5°C. (Risser. G et al, 1998)

e La lumiére : La fraise a besoin de beaucoup de soleil pour le développement de toutes
Ses saveurs.

e L’humidité : Une bonne fécondation nécessite aussi une humidité relative inférieure a
60%.

e L’humidité de I’air : Les fraisiers apprécient les climats doux. Par contre ils détestent

le soleil brulant en été.

2.8.2— Exigences édaphiques

En ce qui concerne les exigences de la culture en sol, quoique le fraisier s’adapte a une
large gamme de sols, il préfére des terres chaudes a texture légere. Les sols limoneux sont les
meilleurs, suivis par les sablo-limoneux. Il demande un sol perméable, suffisamment humide,
mais bien drainé. Il craint I’humidité stagnante et les sols compacts ou non drainants et

redoute les chlorures méme a des doses faibles de 1’ordre de 0,5% et la teneur en calcaire doit
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étre inférieure a 2%. Il préfere les sols humiferes, profonds et légérement acides ou neutres
(pH=6.5a7). (Duval.J, 1995)
2.9 — Entretien des fraisiers

Il faut toujours garder la terre bien aérée et démunie de mauvaises herbes. En effet la
lutte contre les mauvaises herbes est le principal défi de la production de fraises. C’est
souvent le niveau d’infestation de mauvaises herbes qui détermine si le producteur gardera la
fraisieére en production une, deux ou trois années. En effet, lorsque la pression des mauvaises
herbes est devenue trop grande, les fraisiers sont moins productifs et il devient peu profitable
de récolter. La lutte contre les mauvaises herbes se divise en trois étapes : avant
I’implantation, pendant I’année d’implantation et durant la production ( Bernier, D. et al.

2002).

2.10 — Choix du site pour la production des fraises

Le choix d’un site approprié pour la production de fraises est trés important. Ce choix doit
étre fait en fonction des critéres suivants :

e qualité du sol,

e pentes,

e proximité de I’eau et d’exposition.

2.10.1- Qualité du Sol

Le fraisier est une plante trés adaptable. Cependant, pour sa culture, un sol de texture
moyenne (loam sableux a loam), bien drainé, un peu acide (pHeau vis¢ de 6,2 a 6,8) est
reconnu comme idéal. Un sol plus lourd (loam argileux a argile) peut convenir pourvu qu’il
soit riche en mati¢re organique, bien drainé et que la culture se fasse sur billons avec des
cultivars appropriés. Un sol ou le trefle pousse bien produit généralement de belles cultures de

fraises. Le sol doit étre libre de contaminants ( Lodgson, G. 1974).

c—

Figure 5 : Plantation de fraisiers sur billon (Clause. J, 1992)
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Comme bien d’autres plantes, le fraisier peut, jusqu’a un certain point, tolérer la
sécheresse. Toutefois, son systéme racinaire étant tres superficiel, il requiert habituellement
un apport régulier en eau. En production commerciale, il est donc essentiel de choisir un site
avec un sol bien drainé et, au besoin, de lui procurer I’eau nécessaire par irrigation.

2.10.2 — Pente et exposition

Les fleurs de fraisiers sont sensibles aux gels printaniers. Un site bénéficiant d’une
bonne circulation d’air ou encore, localisé prés d’une vaste étendue d’eau constitue un atout.
Les sites comportant une pente au sud se réchauffent souvent trop vite, ce qui accélére la
floraison et augmente les risques de pertes dues au gel printanier. Ils permettent, par contre, la
production de primeurs.

Quant aux pentes faisant face a 1’ouest, elles sont parfois trop exposées aux grands
vents asséchants de I’hiver et peuvent provoquer le gel des plants. Les sites trop en pente sont
a éviter a cause des risques d’érosion et des complications qu’ils entrainent pour I’irrigation.
Un site moins favorable peut souvent étre amélioré par I’installation ou I’enlévement de brise-

vent qui vont influencer judicieusement les mouvements d’air. ( Pritts, M. 2003)

2.10.3 — Proximité du marché et de I’entrepot

La fraise est un petit fruit trés périssable. Méme en disposant d’un véhicule réfrigéré,
la ferme doit étre idéalement située pres des marchés. De plus, le site de production lui-méme
ne doit pas étre trop ¢loigné du site d’entreposage temporaire de la récolte. La demande en

fraises est difficile a estimer. Il faudrait adapter les surfaces a cultiver selon le marché visé

(Pritts M., 2003).

2.11- Systemes culturaux des fraisiers

Il existe plusieurs systemes de culture des fraisiers. La méthode la plus utilisée, est la
culture en rangs nattés. C’est cette méthode qui sera détaillée dans les pages qui suivent, avec
les particularités qu’elle implique en production conventionnelle.
D’autres systémes culturaux sont possibles pour les fraisiers (paillis de plastique, fraisiers a

jour neutre, fraises sous serre, par exemple) (Richard, Jean. 1987).
2.11.1- Systéme en rangs nattés

Le systéme en rangs nattés implique une année consacrée a I’implantation et quelques

années de récolte faite en début d’été. Voici la description des étapes de ce systéme :
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e Plantation : Le plus t6t possible en mai, mettre en terre des plants de fraisiers en rangs
simples et a faible densité.

e Entretien : Au cours de I’année d’implantation, enlever toutes les fleurs qui sont
produites aprés la plantation. Ainsi, I’apparition de stolons est favorisée. Laisser les
stolons se développer la premicre saison, de facon a obtenir une haute densité de
plants. Les placer de fagon a obtenir une couverture uniforme. Les bourgeons fruitiers
qui produiront I’année suivante se développent a la fin de 1’été.

e Protection : Protéger la culture avec de la paille pendant I’hiver. Le printemps
suivant, avant le développement de nouvelles pousses, dépailler les rangs dans les
allées. Le dépaillage devrait s’effectuer lorsque la température du sol a 10 cm de
profondeur atteint entre 4 et 6 °C.

e Récolte : Récolter lors de la deuxiéme année.

e Rénovation : Rénover la plantation aprés la récolte en détruisant une partie des

stolons pour éviter une trop grande densité¢ de plant (Schmid, Andi et Gilles Weidmann.
1998).

2.11.2 — Systéme avec paillis de plastique

Cette méthode comporte de nombreux avantages. D’abord, elle permet une récolte
plus hative I’année suivante, ce qui peut générer un revenu de primeur intéressant. Ensuite,
comme il y a moins de fruits produits mais qu’ils sont de plus gros calibre, la récolte est plus
efficace. Par ailleurs, moins de problémes de maladies sont généralement rencontrés en raison
des conditions de protection assurées par le plastique et la bache. Enfin, puisque
I’implantation des fraisiers se fait en aolt plutét qu’en mai, la méthode permet de libérer le

champ pour une récolte hative de plantes maraicheres en début de saison.

En Europe, la majorité de la production de fraises en champ est faite avec un paillis de
plastique. Toutefois, la lutte contre les mauvaises herbes s’en trouve de beaucoup facilitée, les
couts associés au désherbage sont moindres et la récolte, potentiellement plus intéressante.

La minéralisation de 1’azote se fait différemment et plus rapidement sous un plastique. Selon
la texture du sol, il faudra donc ajuster a la baisse la fertilisation pour éviter une trop grande

croissance végétative ( Richard J., 1987).
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2.11.3 — Systéme de production en serre

En Amérique du Nord, la production de fraises en serre est trés limitée. En Europe, ou
le marché accepte des fraises a I’année, il se fait de la production de fraises en serre, soit avec

des serres fixes ou des serres mobiles, le tout en plein sol ou en bacs de culture.

2.12 — Conditions d’entretien des systémes de cultures des fraisiers
2.12.1- Irrigation
L’irrigation est essentielle pour la production commerciale de fraises. En effet,
I’approvisionnement en eau est requis a plusieurs étapes de la production :
e a l’implantation pour assurer une reprise rapide des plants et une diminution de la
mortalité;
e 2 la floraison (en aspersion) pour contrer les risques de gel; pendant le grossissement
des fruits;
e a la rénovation et jusqu’a la dormance pour assurer un développement optimal. Il ne
faut pas oublier que le rendement d’une fraisiére se détermine a la fin de 1’été
précédant la récolte alors que la plante prépare ses bourgeons floraux (initiation

florale) (Ames, G.K. et Born .H ., 2000).

2.12.2— Fertilisation

Le fraisier est une plante peu exigeante sur le plan des éléments nutritifs exportés par
la culture. Une tonne de fraises a 92 % d’humidité représente environ 1 kg d’azote (N), 0,5 kg
de phosphore (P20s), 2 kg de potassium (K20) et 0,2 kg de calcium (CaO). En production
biologique, le producteur peut s’attendre a un rendement d’environ 5 tonnes a 1’hectare (t/ha)
en premiere année de production. L’exportation serait donc d’environ 5 kg d’azote, 2,5 kg de
phosphore et 10 kg de potassium. Pour deux années de production, cette estimation peut étre
doublée, ce qui demeure bien peu comparé a la plupart des plantes maraicheres.

Malgré ces faibles exportations d’éléments nutritifs, le producteur a avantage a
cultiver le fraisier dans un sol assez riche, car le systéme racinaire du fraisier est plutot
restreint et peu efficace pour le prélevement des éléments nutritifs. De plus, la période de
production est trés courte, le poids du plant et de ses fruits augmentant en quelques semaines

de 125 % entre la floraison et la récolte (Duval, J. 1995).
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2.12.3 — Influence du pH

Le pH eau, qui fluctue beaucoup dans une méme saison, devrait se situer plus ou
moins entre 6,0 et 6,5. En Europe, le calcul des quantités de chaux a apporter pour atteindre
un certain pH eau se fait a partir de la valeur du pH tampon. Le producteur doit consulter le
tableau de recommandations de chaux du Guide de référence en fertilisation du CRAAQ ou
demander 1’aide d’un agronome pour établir, d’apres 1’analyse de sol, les besoins en chaux
d’une parcelle.

Les chaux calciques et magnésiennes (dolomitiques) sont acceptées en agriculture
biologique. Certains organismes de certification peuvent ne pas accepter ’utilisation de chaux
potassique (poussiéres de cimenterie, aussi appelées Tubrex). Le type de chaux a utiliser
dépendra des teneurs en calcium, magnésium et potassium révélées a I’analyse.

Les chaux calciques agissent, en général, plus rapidement que les autres types de
chaux. Le fraisier est sensible a I’exces de salinité que pourrait causer I’apport de cendres. Les

cendres de bois doivent donc étre employées prudemment pour chauler (Duval, J. 1995).

2.12.4 — Apports en sels minéraux

e Calcium

Il est tres rare qu’un sol manque de calcium. Une carence en calcium peut cependant
apparaitre dans le fraisier en raison d’un approvisionnement irrégulier en eau ou lors d’une
croissance rapide du plant. Le bout des feuilles du fraisier devient alors noir. Trop de calcium
n’est guere plus souhaitable : empéchant 1’absorption du potassium, il peut étre néfaste pour le
gott des fruits.

Pour corriger une carence en calcium, I’apport de chaux est le premier choix, car il permet
une augmentation du niveau de calcium a moindre coft, tout en stimulant la vie du sol.
Cependant, si le pH du sol est ¢levé mais que les niveaux de calcium sont jugés trop bas, le
producteur peut employer du gypse, aussi autorisé en agriculture. Un niveau trés bas de
calcium pourrait se traduire, par exemple, par un pourcentage de saturation en calcium
inférieur a 30 % en sol 1éger (Meda.L.N, 2001).

e Potassium

Un sol naturellement riche en potassium est idéal pour le fraisier. Une haute concentration
en potassium assure du goit et du rendement. Les taux de sucre et de vitamine C augmentent
aussi avec la richesse du sol en potassium. Une carence en potassium chez le fraisier
s’exprime d’abord au niveau des feuilles : les dents situées a leur bout deviennent couleur

rouge-marron, puis brunes et finalement elles se dessechent.
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Pour une parcelle a implanter en fraisiers, le producteur aura intérét a viser un niveau de
potassium considéré comme bon, soit de plus de 400 kg/ha a I’analyse. A des niveaux
inférieurs, des apports de potassium sous forme de sulfate de potassium et de magnésium, de
sulfate de potassium ou de cendres de bois peuvent étre réalis€és en premier lieu. D’autres
sources de potassium autorisées, celles-1a moins rapidement disponibles, sont le basalte et le
mica. Le purin de fumier de vaches laitiéres représente une autre source de potassium
intéressante. Il peut étre appliqué au courant de 1’été précédant I’implantation sur un engrais

vert ou une prairie a détruire (Duval, J.1995).

e Magnésium

Le magnésium, un constituant essentiel de la chlorophylle, est moins important pour le
fraisier. Toutefois, si le niveau de magnésium a I’analyse est trés faible, ¢’est-a-dire inférieur
a 100 kg/ha, le producteur peut effectuer des apports de chaux dolomitique, de sulfate de

potassium et de magnésium ou plus rarement de sulfate de magnésium (Ozcan. M., 2007).

e Phosphore

Il faut prendre garde de ne pas surfertiliser le fraisier en phosphore, car cet ¢lément est trés
peu requis par cette plante. L utilisation de phosphate de roche est permise, cependant, il est
rarement profitable d’en apporter directement au sol, car il sera trés peu disponible pour le
fraisier, sauf si le sol est acide (pH eau inférieur a 6,0).

Si les niveaux de phosphore sont bas a 1’analyse, par exemple de moins de 100 kg/ha, le
producteur peut enrichir le fumier a composter avec du phosphate de roche. L’action des
microorganismes rendra le phosphore du phosphate de roche plus disponible que s’il était
apporté directement au sol. Le compost et le fumier demeurent toutefois les premiers choix et

les moins cotteux quand il s’agit d’enrichir le sol en phosphore (Meda.L.N., 2001).

3 — Généralités sur la fraise
3.1- Structure

La fraise est un faux fruit issu du grossissement du réceptacle aprés fécondation des
ovules de la fleur du fraisier. Elle est formée par 1’ensemble du réceptacle charnu de la fleur.
Elle a une couleur rouge ou jaune blanchatre selon les variétés et une forme ovoide oblongue
plus ou moins arrondie. Son réceptacle s'accroit jusqu'a devenir a la maturité une masse

pulpeuse, juteuse, délicieuse au gott. (Mishra, 2014).
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Figure 6 : Structure externe de la fraise (Botineau. Figure 7 : Morphologie de la fraise.
M., 2009)

3.2— Caractéristiques morphologiques de la fraise

Au sens botanique du terme, les « vrais » fruits sont en fait les akenes, ces petits grains
secs (communément appelés a tort pépins alors que ce dernier terme ne devrait désigner que
leur minuscule graine centrale) disposés régulicrement dans des alvéoles plus ou moins
profondes sur la fraise, de couleur verte a brune, et renfermant chacun soit un ovule (non

fécondé) soit une graine (qui porte alors un germe lorsque la fraise arrive a maturité).

Figure 8 : Détail de la surface de la fraise. Trois grossissements successifs montrent les akénes a la
surface du réceptacle floral charnu. (Botineau. M. , 2009)

Figure 9 : Morphologie interne de la fraise (Favier, J.-C. et al. (1993)
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Le corps charnu de la fraise étant formé par le réceptacle floral (induvie hypertrophié

sous ’effet des auxines). Ce sont les akénes qui produisent une hormone permettant au faux-

fruit de grossir. ((Hebbache et al., 2013).)

3.3— Les variétés cultivées des fraises

Parmi les nombreuses variétés existantes (plus de 600), on peut citer les principales

variétés de fraisiers remontants ou non remontants, a production précoce ou tardive. A

I’intérieur de chacune de ces catégories, il existe des différences concernent 1’aspect des fruits

et les caractéristiques de la chair (tableau 1).

Tableau 1: Les différentes variétés cultivées des fraises (Botineau. M., 2009)

MNom des varietes Aspects des froits

Caractérez de la chair

Pmrmlinm diversze

Fraiziers non remontant 4 gros froits

Darstar moven, gros, conigue, [Ferme, rouge 4 rosee Tarigte wvigoursuse,
rouge claire brillant ecoce et de bon
endement
Gariguetts Mdowen 4 gros Ferme, juteuse, cductivitg moyenne,

biconigue, allonge,

rouge wif brillant

agréablement parfumeée

tré = bonne qualite

ustative

Surprize des Halles | fruitasse=zgros (203 |Asse=ferme, jutense, a plus precoce, forte
30e) conigue, courts  |acidulés, trés parfumee eductivite
Warigigs 4 production de mosenne =aison
Eelburi Trés gros (2040, Trés ferme, roUES CTANEE, [Productive
lallonge . biconigque, sucree, saveur agreable
rouge groseille rés
brillant
Cambridge feros (15 4 30g) Ferme, jutense, de bonne |Rd élewe, ='adapts 4 tous
favourite o onique, court SAVE I terrains
jarrondi, rouge crange
Gorella [ero=s (15-30g), Tra= ferme, ass== colorss, L&ésptu-du-: tive (evite=z
o ondque, allonge, jutzuse et douce, de gualite fles climats chavnd=z et les
rouE e cardinal sariable selon les termins. |sols calcaires)
Hymmid grande Trés gros comdque. hibelleuse, jutsuse, sucrEe, [Fruit énorme (jusgu™a 73g

& milier, rouge wif

luizant

az=ez colors, darome

agreable.

t plusz), grand

oductivité surtout en

T année

Fraisiers remontants 4 gros frits
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Bordurslla 'I'-.-il:r}m rond, rouge Azzerferme, Feuillage abondant. Ne

clair brillant deéliciensement parfumes . jproduit pas de stolons,
arcme rappelant celud de la pnultidication par
fraise de bois idivision de la souche.
Hummi gento Trés gros, conique, Laplus grands fraisze
tréz allongés, trés ) . . pemontante (204 30g) de
. Ferme_ juteuse trés sucre, o
brigue. ) ) forte productiviteg : les
au goilt de fraize dez bois } )
filets de 1"année portent
idejd des froits
O=tara Gros, conique, rouge  |Ferme et juteuse, de gout  |[Forte productivite, étalée
wif brillant agreable ide mai 4 novembre
Rabunda Pufoyen fréscourt Ferme_ jutense et FProducton de mi-juillet 4

conique, globuleusx, marfumee, bonne saveur movembre, trés bon Fd
rouge orange brillant

Fewvada . de forme Ferme, sucrée et parfumee_ [Trés remontants et
rrondie, rouge wf bonne qualitg pustative. produetive.

Sans rivales . Conique, Chair farme rosée . sucge [Parficuligrement
Nlonge, rouge claire et parfuomeés productive de mai a
loctobre, craint la

zécherszzs

3.4— Composition et valeur nutritionnelle de la fraise

La fraise est un fruit trés riche en eau 90% et relativement peu chargé en glucide
(Garcia et al., 2002). De plus, elle est peu calorique, riche en vitamine , la plus intéressante
est la vitamine C qui intervient dans les grandes fonctions de l’organisme, ainsi que la
vitamine A sous forme de précurseur, le f-caroténe, mais pas de rétinol qui doit étre
synthétisé , pour stimuler les défenses immunitaires , et la vitamine B8 biotine qui joue un
role contre la chute des cheveux et la vitamine B9 acide folique qui agit sur la croissance et la
division cellulaire de plus un apport en oligo-¢léments et macronutriments. Elle figure parmi
les fruits les plus riches en fibres ses petits grains étant composés de pectine et de cellulose
ces fibres bénéfiques pour le transit et le fonctionnement du systéme digestif, ce fruit contient
aussi une quantité importante de I’acide ¢llagique (Souci et al., 1981).

Elle est riche en oligo-¢éléments, sous forme de sels de potassium pour le systéme
nerveux et contre la fixation excessive dusodium, de calciumpour les os et
du magnésium contre le stress. Elle contient également du furanéol (1’alcool aromatique qui

lui donne son parfum et son gott).
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D’une maniére générale, les acides phénoliques (acides hydroxycinnamiques et

hydroxybenzoiques) sont majoritaires dans la fraise, suivis des anthocyanes, des flavonols et
des flavan-3-ols (Seeram et al., 2006 ; Kosinska, 2013 ; Nowicka, 2019).
Parmi les acides phénoliques, 1’acide ellagique et les dérivés de 1’acide coumarique sont
généralement prépondérants. Si la pelargonidine-3-glucoside est ’anthocyane majeur dans la
fraise, la présence de cyanidine-3-glucoside et de pelargonidine-3-acetylglucoside a
¢galement été rapportée (Bakker, 1994 ; Lopes-da-Silva, 2002).

Parmi les autres composés, figurent généralement des dérivés de la quercétine et du
kampférol (flavonols), ainsi que de la catéchine et des procyanidines (flavan-3-ols). Ces
derniers composés peuvent également étre présents en grande quantit¢é mais sous forme
condensée (proanthocyanidines) (Enomoto, 2019) (voir Tableau 2).

Tableau 2 : La composition chimique de la fraise

Fraize crue (valeur nutritive pour 100 g)

Glucides DE3 FA [Protéines [Lipides CT VE

Eau

98055 |68 66g 20g 0,67 g 0,30 g 0,40 g 132 keal
Acides gras
Poly inzaturss Nbno insatrés AG Satures Diont cholestérol
135 mp 43 mg 15mg 0mg
Les oligo-gléments

(& (F) Na) (Zn (Ca) Mg) (Fe) (Cu)

153mg Pdmg 1 mg 140 g 16 40mg |13-13mg H20pg B3 pg

Les vitamines

() (B3}  |By |BY |[B& |[(BD (B2) &  (E) (4)
64mg  P36ug |125pg (60ug “iug Pépe  22pg  RIpg 020 12TI

Lez composes phénoliques
Les flavonoides Les tannins Polyphenol totaux
35 mg 140.8 mg 2633 mg
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3.5 Caractéristiques physiques et organoleptiques

La fraise est un fruit de couleur rouge vif trés attrayant, due a la présence
d’anthocyanes, dont le principal est la pelargonidine-3-glucoside (Mishra, 2014). C’est un
fruit non climactérique, dont la couleur évolue au cours de la maturation passant du vert blanc
au rouge sombre en une quarantaine de jours apres anthese (Pech, 2018).

La fraise se caractérise également par sa faible fermeté (Schwieterman, 2014). Au cours de la
maturation, le pH augmente alors que I’acidité et la fermeté du fruit diminuent (Ornelas-Paz,
2013).

Selon Giampieri et al., (2012), la fraise est considérée comme un fruit mou périssable
, présentant une durée de conservation post-récolte extrémement courte, en raison de la faible
résistance mécanique et de la sensibilité élevée a 'attaque des pathogenes.

Son arébme est constitué principalement d’'un mélange complexe d’esters, d’aldéhydes,
d’alcools et de composés soufrés. A ce jour, plus de 350 composés volatils ont été identifiés
dans la fraise, mais seule une douzaine contribuent significativement a I’ardme de ce fruit, en
particulier le furanéol (4-hydroxy-2,5-diméthyl-3-(2H)—furanone) (Song, 2016 ; Yan, 2018).
Les esters, tels les butanoates et les hexanoates de méthyle et d’éthyle, seraient également
d’importants contributeurs a I’arome de ce fruit (Cruz-Rus, 2017). Le linalol (monoterpénol)
a été associ¢ a un arome fleuri et sucré tandis que le furaneol et son dérivé méthoxylé le
mésifurane (2,5-diméthyl-4-méthoxy-3 (2 H) -furanone) (furanones) seraient responsables des
ardbmes fruités et caramel. D’autres composés clés comme la y-décalactone et la v-
dodécalactone, contribuant a I’ardme frais de péche, ont été associés a la perception de
douceur accrue dans la fraise (Ulrich, 2016 ; Yan et al., 2018).

La maturation de la fraise entraine une accumulation de plusieurs sucres et d’acides
organiques en plus des composés volatils qui constituent son ardme (Ménager, 2004 ;
Nunes., 2006 ; Kafkas,2007 ; Schwieterman, 2014).

La petite note acidulée est due a la présence plus ou moins importante d‘acides organiques,
principalement les acides citrique et malique (Mikulic-Petkovsek, 2012). Les principaux
acides organiques ont tendance a augmenter de facon irréguliére au cours de la maturation de

la fraise (Ornelas-Paz, 2013)

3.6 —Répartition géographique et production des fraises
3.6.1- Production mondiale
A 1'échelle mondiale, la production de fraises connait une hausse depuis 2010. Cette

production atteignait plus de 8 millions de tonnes en 2014 (Plénet et al., 2016).Les 10 plus
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gros pays producteurs au monde représentent plus de 80% de la production mondiale, les trois
principaux pays producteurs en 2014 sont, respectivement, la Chine, les Etats-Unis et le
Mexique avec une production de 7 643 730 tonnes, 1 420 570 tonnes et 468 248 tonnes de
fraises. Apres viendra la Mexique avec une production de 468 248 tonnes suivie de I’Egypte,
la Turquie, I’Espagne, 1'Allemagne et la Pologne. La France arrive en derniére avec 58737
tonnes de fraises produites malgré que ce soit la grande consommatrice de ce fruit (FAO,
2017) (Figure 10).

Les 15 plus gros pays producteurs au monde représentent plus de 80% de la
production mondiale, les deux principaux pays producteurs en 2008 sont la Chine et les Etats-

Unis avec respectivement une production de 7 643 730tonnes et 1 420 570tonnes de fraises.

AR ¥ ¢ ("
'Gf.‘?‘a &o’ .';.G*;Q o‘&@ qf 1‘ ﬂp‘; & %i?&fe,:t"& & e.i‘#

¢ B 5osucon entorres

Figure 10 : Les producteurs de la fraise les plus connus au monde
(Bostanian, N.J. 1994 et FAO 2017)

La production mondiale de fraises a presque doubl¢ en plus de 15 ans. En 1990 cette

production atteignait 2 251 000 tonnes et a atteint 4 068 000 tonnes en 2008.

3600 3700 3800 3900 4000 4100 B Production (1000T)

Figure 11 : Augmentation de la production de la fraise dans le monde
(Bostanian,N.J.1994) et FAO 2017)
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3.6.2— Production nationale et sa répartition géographique
En Algérie, on la trouve généralement au nord du pays. Parmi les régions célébres de
ce fruit sont Skikda — Tipaza et Jijel, Quant a sa provenance, il ressort que c’est la région

Centre, notamment Boufarik, qui est devenue la référence de la culture de ce fruit.

Figure 12 : Répartition de la culture de la fraise en Algérie (MADRP, 2017).

Selon la direction des services agricoles La production nationale de la fraise est en
augmentation continue, dont les wilayas de Jijel, Skikda, Beskra, Tipaza sont les plus grandes
producteurs en Algérie. La région de Jijel (communes : Sidi Abdelaziz, Oued adjoul, Ziama
mansouria D’El Ancer a I’est, a El Aouana, plus a I’ouest, en passant par les localités de Beni
Belaid, El Kennar et Chekfa) occupe la premiére place de cette production d’ou la culture de

la fraise a ét¢ lancée a titre expérimental a Jijel en 2001-2002, sur quatre (4) hectares.

o Jijel
H Tipaza
i Skikda

M Biskr:

Figure 13 : Production nationale de la fraise (DSA, 2018)
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L’expérience a donné lieu a une production de 1’ordre de 1.200 quintaux de fraise. En
2010, la superficie de la culture de la fraise a atteint 120 hectares et une production de 36.000
qts, alors qu’en 2015, les323 hectares, superficie de culture de fraise a donné production de
100.000 qts suie la région de Tipaza (communes : Bou Ismail) sur 300 ha avec une production
de 27500 en 2015,aprés vient de Skikda (montagnes : Tamalous, Bouchtata, Ain zouit) en
troisieme place sur 275 ha avec un rendement de 23000qtx en 2011 et 26500qtx en 2015, en
dernier vienne la région de Biskra communes : (Dairas de fouka , Koléa) avec une production

de 15000 qts sur une superficie de 97 ha en 2015.

3.7- Parasites et maladies des fraises
La fraise peut étre affectée par plusieurs maladies, dont la moisissure grise, les taches

foliaires la stele rouge et I’Oidium (voir tableau 3).

3.7.1- Moisissure grise

La moisissure grise (Botrytis cinerea) est causée par un champignon qui infecte les
feuilles et les fruits du fraisier. En général, c’est une maladie moins prépondérante en
production biologique qu’en production conventionnelle. La maladie est plus présente lors
d’un printemps humide et a partir de la deuxiéme année de production. La période critique

d’infection se situe entre le début et les deux tiers de la floraison (Duval, J. 1995).

3.7.2— Stéle rouge

La stele rouge (photo 19) est une maladie causée par un champignon (Phytophthora
fragariee) qui peut vivre jusqu’a 20 ans dans le sol. Elle est surtout un probléme dans les sols
mal drainés. Des billons d’au moins 20 cm de hauteur sont recommandés en prévention. Il
existe plusieurs races de stele rouge et des cultivars de fraisier résistants a certaines races.

Pour prévenir le développement de cette maladie, il ne faut pas transplanter un plant
ayant une racine sans radicelles (queue de rat). C’est un signe de la présence de la stele rouge.
Si on ouvre une racine et que le ceceur est rouge, la maladie est présente. Les apports de
compost et les engrais verts sont souvent défavorables aux pathogeénes responsables de

maladies comme la stéle rouge (Maas, J.L. 1998).

3.7.3— Taches foliaires
En plus de créer des taches sur les feuilles, la tache commune, qui est causée par le

champignon Mycospharella fragarie, tue les sépales et fait noircir les graines. Elle affecte
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aussi les feuilles, en particulier les jeunes.

Comme son nom 1’indique, la tache pourpre laisse, pour sa part, des taches pourpres
sur les feuilles, surtout sur les vieilles. Ces taches, provoquées par la présence du champignon
Diplocarpon earlianum, brunissent et se fusionnent, amenant les feuilles a se tordre. Les
plants affectés hivernent moins bien. Leur rendement s’en trouve affecté. Ces maladies ont un
cycle similaire a celui de la moisissure grise. L’¢limination des feuilles, lors de la rénovation,

permet donc de couper leur cycle. (Maas, J.L. 1998).

3.7.4- Oidium

L’oidium, auparavant appelé « blanc », peut se développer lors des périodes chaudes et
séches de 1’été. Un mince film blanchatre recouvre alors le feuillage du fraisier. Le soufre est
trés efficace contre 1’oidium, de méme que le bicarbonate de sodium, mais les applications
doivent étre répétées. Les cultivars Chambly et Cavendish sont sensibles a cette maladie

(Rébeaud, 2017).

Tableau 3 : Les différentes maladies et parasites de la fraise

Organes attaqués et symptoémes

Dépérissement de la plante

Dt a des insectes du sol : larves
grisatres qui coupent les racines ;
présence de vers blanches, de
taupins

D a un charengon qui rouge le
collet et s’attaque aux racines
(larve)

Feuillages couvert de petites taches
rondes, brun pourpre

Feuilles centrales déformées,
recroquevillées et jaunes

Feuilles et pétioles poisseux,
couverts de pucerons.

Feuilles gaufrées, couvertes d’ une
poussiére blanche

Pourritures grises des fleures, des
pédoncules et des fruits.

Parasites ou maladies

Tipules

Vers blanches

Taupins

Noctuelles Otiorrhynque

Maladies de taches pourpres

Tarsonéme

Pucerons (Certains pucerons jaunes
de fraisiers) transmettent des
maladies a virus.

Oidium

Botrytis (pourriture grise)

Traitement et observation

« produits conseillés »

Traitements préventifs du sol avant
plantation, avec des granulés
insecticides.

Insecticides de sol

Traitements: par herbicides et
fongicides

Traitez avec : Araignées rouges et
Jjaunes, dés I’apparition des
symptomes

Traitez dés ’apparition des
colonies avec : traitement
insecticide poudrage ou
traitement insecticides
pulvérisation

Favorisé par le temps frais :
pulvérisation d’insecticides ou
poudrage qui agira également
contre les pucerons

Pulvérisez aveSanix_jusqu'a la
formation des fruits
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Conclusion

La fraise est en effet particulicrement intéressante pour son apport vitaminique, ses
oligo-¢léments et son contenu phénolique qui stimulent nos défenses immunitaires et
contribuerait a prévenir les maladies cancérogénes et cardiovasculaires et plusieurs autres
maladies. Sa culture a des valeurs alimentaires trés importantes, ¢’est pourquoi la fraise est
I’un des fruits les plus consommés a travers le monde et qui se révelent étre avantageux pour

les consommateurs.
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Chapitre 11

Les antioxydants naturels dans les fruits et légumes
&

Stress oxydant
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1-Introduction

Les plantes produisent divers composés organiques, dont la grande majorité ne semble
pas participer directement a leurs croissance et développement. Ces substances,
traditionnellement appelées antioxydants naturels, sont souvent distribuées différemment
parmi des groupes taxonomiques limités dans le regne végétal (Hanson, 2003). IIs sont
responsable des activités biologiques des plantes médicinales (Croteau et al., 2000).

Sur la base de leurs origines biosynthétiques, les antioxydants naturels des plantes
peuvent étre divisés en quatre grands groupes : les composés polyphénoliques, les vitamines,
les oligo-¢éléments et les alcaloides (Crozier et al., 2008). Ces molécules étaient considérées
pendant longtemps, comme inintéressantes pour 1’organisme, tant au niveau nutritionnel que
pour la santé, de plus les progrés des techniques d’analyse, ont permis de mieux comprendre

le role de ces composés (Sagols. E et Priymenko. N, 2010).

2- présentation générale sur les polyphénols

Les polyphénols constituent un des groupe le plus nombreux et largement distribué
des substances dans le royaume des végétaux, aves plus de 8000 structures phénoliques
connus (Strack et al., 1992). Les composés polyphénoliques sont des métabolites secondaires
présents dans tous les organes de la plante, caractérisés par la présence d’un cycle aromatique
portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide, lipide ou protéine

(Lugazi. A et al, 2003 et Crozier et al., 2008).

2.1-Localisation des polyphénols
Une des caractéristiques des composés phénoliques, qu’ils partagent généralement
avec I’ensemble des métabolites secondaires est de montrer une répartition trés inégale chez
les différentes espeéces végétales et, pour une méme espece. Selon la variété et le stade
d’évolution physiologique. Les variations sont également considérables selon la nature des
tissus et des cellules composant le végétal (pascale. S, 2006).
A T’échelle cellulaire, la partition des composés phénoliques est trés caractéristique. Ils

s’accumulent principalement dans deux sites :

e la paroi cellulaire ou sont présentes les lignines (et quelquefois certains flavonoides et
des molécules associés aux lignines comme 1’acide férulique) ;
e la vacuole ou sont stockés les phénols solubles (acide chlorogénique, anthocyanes,

flavonols, tanins...)
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Certains flavonoides (quercetine, kaempférol) pourraient également étre présents au
niveau du noyau et de la membrane plasmique, mais toujours a trés faible concentration
(Macheix.JJ. et al . 2005 ). A I’échelle tissulaire, la localisation des polyphénols est li¢e a
leur role dans la plante et peut étre trés caractéristique.

Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme. Au niveau de la
plante entiére, il faut noter que certains composé€s ne sont accumulés que dans des organes
bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés phénoliques interviennent au niveau
de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité organoleptique de la chair,
notamment pour ’amertume ou ’astringence (Tomas- Barberan. F, 2001 et Cheynier. Y,

2006).

2.2-Classification des composés phénoliques

Selon Harborne (2000), les polyphénols peuvent étre divisés au moins en 10 classes
différentes selon leur structure chimique de base. Peuvent s’étendre de molécules simples, tels
que les acides phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que des tanins (Lugazi.
A, 2003).

Tableau 4 : principales classes des composés phénoliques (Harborne (2013).

Squelette Clase exemple Ongine (exemple)

carbone

Cs Phenels smples Catechole Nombreuse espece

Cs-Cy Agide hydro- phydroxybenzoique  Epices, fraise
wvbenznique

Cs-Cs Agides hvdroxy Acide caféique Pomme de terre

Cs-Cy Naphtoquinone juglone Noix

Cs-Cr-Cs Stilbénes reaveratrol Vigne

Cs-Ca-Cs Flavonoides Quercetine, cvamdine. Fruits. legumes

(Cs-Cs)2 Lignanes pinoresinol Bin

(Cs-C3)3 Liznines Bois. fruifs @ novau

(Cs-Cale)3 Tanins condenses Baisin. kaki
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2.2.1-les acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes les dérivés de I’acide
hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Bruneton J. , 2008).

Ils sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales. Ils sont
solubles dans 1’éther, et peuvent étre associes a la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien
localisés dans la partie de la feuille insoluble dans I’alcool. Ils présentent des propriétés
biologiques intéressantes, par exemple, I’acide gallique agit comme inhibiteur de la floraison

(Psotova et al, 2005). Parmi les acides phénoliques (figure 1) on distingue :

o les dérivés de I’acide benzoique (constitués d’un squelette a sept carbones).

o les dérivés d’esters hydroxycinnamiques (constitués d’une structure de type (C6-C3).

OH
R‘I 2
R,
COOH ™~
COOH
1 n

Figure 14 : Acides phénoliques (squelette benzoique(I) et cinnamique(Il))
2.2.1.1-les acides benzoiques

Ils dérivent de 1’acide benzoique et ont comme formule de base de type C6-Cl)
(Budi¢-Leto et Lovri¢ 2002). IIs existent fréquemment sous forme d’esters ou de glycosides
et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme certain tanins.
(Pascale. S, 2006)

Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a 1’état
d’esters ou hétérosides ( Skerget M., 2005 et Bruneton J. (2008).,). Cette catégorie est
abondante dans les végétaux et les aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits
rouges et 'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de
milligrammes par kilogramme de fruits frais (Manach C.,2004). Les dérivés de I’acide

hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans le tableau 2.
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Tableau 5 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Pascale. S, 2006).

formule R, |R; Ry |R Acide hydroxybenzoique
H H H H Acide benzoique (non
phénolique
R H H OH |H Acide p-hydroxybenzoique
— H OH OH |H Acide protocatéchique
Ry oOoH H OCH3 OH |H Acide vanillique
NI/, H [OH OH |OH  Acidegallique
J N H |OCES OH |OCES Acide syningique
) OH |H H |H  Acide salicylique
OH |H H OH  Acide gentisique

2.2.1.2-les acides cinnamiques

Ces acides possédent une structure du type C6-C3 dérivé de celle de 1’acide
cinnamique, les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont 1’acide p-coumarique
et ses isomeres les acides o- et m-coumariques et les acides caféiques, feruliques et sinapiques
(Ribereau. G. P, 1968). Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils
sont souvent estérifiés [Skerget M.,2005)et peuvent également étre amidifiés ou combinés
avec des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique
(tableau 3), [Bruneton J. (2008].

Tableau 6 : Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques (Pascale. S, 2006)

Formule By |R; BR; | Acidehvdroxycinnamigue
Acide cinnamique  (non
EOE phenolique)
B WOH g |OH H | Acidepcoumarique
; 0H |OH H Acide caféique
ol OCH; |OH H | Acide fErulique
OCH; |[OH OCH; | Acide sinapique

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. 11
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des
fruits, principalement sous forme d'ester de 1'acide quinique (acide chlorogénique) (Manach
C., 2004 ). L'acide chlorogénique est présent en trés forte concentration dans la pomme (430
mg/kg) (Podsedek A.,2000) et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg
(Makalao. MM, 2015).
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2.2.1.3-les coumarines

Ils dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale
et certaines formes complexes. les coumarines les plus fréquentes sont I’umbelliferone ou
I’ombelliferone, 1’aescullétine et la scopolétine (figure 2) (Clifford M.N., 1999). Les
coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possédent des propriétés trés diverses. Ils sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. (Igor,

2002).

HO (0] 0] HO (0] 0]
~ =
\O
Umbélliférone Scopolétine

Figure 15 : Structures chimiques de quelques coumarines (Clifford

M.N., 1999)

2.2.1.4— Les alcools phénoliques

Les alcools phénoliques sont des composé€s organiques possédant au moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et
hydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphenylethanol) sont les principales molécules de cette classe
(Figure 3). Ces composés sont trés abondants dans ’olive (fruit et feuille), libres ou associés

a I’acide ¢lénolique (Silva S. et al , 2010).

OH OH

HO HO
OH

(@) (b)

Figure 16 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) (Briante R., et al ; 2004).
Parmi ces dérivés phénoliques, le resvératrol et I'oleuropéine sont les composés qui

sont les plus étudiés. En effet, le resvératrol, isolé du raisin posseéde de fortes propriétés

antioxydantes.. Par contre l'oleuropéine est le principal alcool phénolique de I’olive

responsable de I'amertume du fruit (60 a 90 mg/g maticre seche) (Balasundram N.,et al ;
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2004). L’activité antioxydante de ces deux composés est similaire a celles signalées pour les

flavonoides (Igor, 2002).

OH

OH

Oleuropéine

Figure 17: Structure de 1'oleuropéine et du resvératrol

2.2.2-]es flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de composés naturels trés important. Ils sont
présents dans toutes les plantes vasculaires et on en a identifi¢é au moins 4000. Ils sont
responsables des couleurs variées des plantes et des fruits. IIs font partie de notre alimentation
et leur absorption alimentaire journaliére est d’environ 1 g, loin devant la vitamine E et les
caroténoides (Hertog. M et al, 1993).
Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils
interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre le
rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (Crozier A. (2003). Les
flavonoides sont présents dans une grande variété¢ d'aliments (fruits et légumes, céréales, jus

de fruits et thé ...).

2.2.2.1-Structure des flavonoides

Les flavonoides ont un squelette de base a quinze atomes de carbones, constitu¢ de deux
unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton. J,
1999). La structure de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses
substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces

substances existent généralement sous forme de glycosides (Williams et Grayer, 2004).
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OH

Figure 18 : Squelette de base des flavonoides (Kumar. S., et Pandey.A. K., 2013)

2.2.2.2-Les différentes classes des flavonoides :

Les flavonoides comprennent plusieurs milliers de molécules regroupés en plus de dix
classes, qui different par leur structure chimique (Williams et Grayer, 2004) flavanols,
flavones, flavanones, flavonols, isoflavones, anthocyanidines (Pascale. S, (2006) et Kumar.

S., et Pandey.A. K., (2013)
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Figure 19 : Structure des différents sous-groupes de flavonoides (Besangon. P, 2000).

2.2.2.2.1- Flavones et flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et
d’une double-liaison en C2-C3 (Figure 7). Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones,
soit sous forme d’hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses: D-
glucose, D-galactose, L-rhamnose et L-arabinose ( Hertog M.G.L., et al ., 1992). Leurs
principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et la rutine. Les sources les plus
riches sont les oignons (350-1200mg/kg de matiére fraiche) (Fossen T. et al,1996) et
(Manach C. 1998), le poireau, le chou et les baies tel que le cassis (115 mg/kg de maticre
fraiche) (Hakkinen S.H., 1999). Le thé contient aussi des flavonols a hauteur de 45 mg/L
(Hertog M.G.L.,1993 ).
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Tous les types des flavonoides dérivent de la 4,2°,4°,6’-tétrahydroxychalcone et par
conséquent, possedent généralement trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ (Figure
8).

R, =R, = H : Kaempférol R, =R, =H : Apigénine
R, =OH, R, =H : Quercétine R, =OH, R2 =H : Lutéoline
R, = OCH;, R, = H : Isorhamnétine R, =R, = OCHj; : Tricine

R, =R, = OH : Myricétine

Figure 20 : Structure des Flavones et flavonols (Crozier A. (2003).

Dans plus de 90% des cas, le noyau A des flavones et flavonols est substitué¢ par deux

hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. D’autre substitutions sont possibles avec des
fréquences variables : les groupements hydroxyles peuvent étre libres ou méthylés, ou
impliqués dans une liaison glycosidique.
Le noyau B est monosubstitu¢ dans 80% des cas en position 4°, ou disubstitué en positions 3’
et 4°, ou trisubstitué¢ (moins fréquemment) en positions 3’, 4’ et 5°. Ces substituants peuvent
étre des groupes OH ou OMe. Les positions 2’ et 6’ ne sont qu’exceptionnellement
substituées.

Le noyau C peut étre substitué par un groupement OH, OMe ou O-Gly.

R, =0OCH3,R,=H, R, = OH : Isorhamnéthine

R, =R, = 0OCH, : Tricine

R, =H, R, =0H, R, = Glucose-rhamnose: Rutine

Figure 21 : Structures chimiques de flavonols
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2.2.2.2.3—Flavan-3ols
Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus

complexe. Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (—)-
épicatéchine, jusqu’aux oligomeéres et polymeres, les proanthocyanidines. De plus, les flavan-
3-ols peuvent étre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines
(épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) (Figure 9) (Chira K. et al
, 2008). Les catéchines sont présentes dans le chocolat (jusqu'a 132,4 mg/kg de maticre
fraiche de chocolat noir), le thé (jusqu'a 120 mg du thé noir de Chine) et dans les fruits

comme |’abricot (Arts I.C.W.et al, 2000).

OH
OH
OH
HO O\
' OH HO ORI
* OH
R "/R
OH
OH
R =OH : Catéchine R = OH : épigallocatéchine
R = O-galloyl : Catéchine gallate R = O-galloyl : epigallocatéchine gallate

Figure 22 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Chira K. et al , 2008).

2.2.2.2.1-Flavanones et flavanonols

Les flavanones sont caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et
par la présence d’un centre de chiralité¢ en C2 (Bruneton J. (2008).,et (Chira K. et al , 2008)
Les flavanonols (encore appelés dihydroflavonols) se distinguent des flavanones par
I’hydroxylation de la position C-3. Cette classe de flavonoides semble un peu moins fréquente
que son homologue insaturé regroupant les flavones et flavonols. Les agrumes constituent la
principale source alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont I'ériodictyol dans
le citron, la naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans ’orange (Figure 10)

(Manach C. et al ,2004).
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R1=0H, R2 = H : Taxifoline R=H :Naringénine
R1=0H, R2 = OH : Ampéloptol R = OH : Eriodictyol

Figure 23 : Structure chimique des flavanones et falvonols (Crozier A. (2003).

2.2.2.2.2-Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols

A la différence des flavanones et des flavanonols, ces deux groupes de molécules sont
toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par I’absence du groupe carbonyle en C4
(Figure 9).
Les flavan-3-ols (appelés aussi les catéchines) possédent deux atomes asymétriques en C2 et
C3. Chaque composé peut alors exister sous forme de quatre stéréoisomeres optiquement
actifs : (+)-catéchine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (-)-épicatéchine. Le premier et le
quatrieme sont les formes les plus répandues (Haslam, 1982, 1975).

Les flavan-3,4-diols se distinguent des catéchines par la présence du OH en position 4

R R,

OH E

OH
OH OH OH
R1=R2 =H : Afzeléchine R1=R2 =H : Leucopélargonidine
R1=0H, R2 =H : Catéchine R1=0H, R2 =H : Leucocyanidine
R1 =R2 = OH : Gallocatéchine R1 =R2 = OH : Leucodelphinidine

Figure 24 : Structures chimiques des flavan-3-ols et flavan-3,4-diols
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2.2.2.2.3. Isoflavonoides

Les produits dérivés du soja sont la principale source d’isoflavonoides dans
I’alimentation, qui peuvent étre glycosylées ou non. On les rencontre aussi dans les
légumineuses.
Les isoflavonoides sont des isoméres des flavonoides. Elles sont caractérisées par le fait que
le cycle B est attaché au cycle C en position 3 plutdt qu'en position C2 (figure 12). (Crozier

et al., 2008).

0]

Figure 25 : Structure d'un squelette de base des isoflavones

Les isoflavonoides posseédent un squelette flavonoide réarrangé Une variété de
modifications structurelles de ce squelette conduit a une grande classe de composés qui
comprend les isoflavones, les isoflavanones et la roténone. Les isoflavonoides sont des
composés spécifiques de la famille des Fabacées (Crout et Geissman, 1969). Ces composés
présentent des activités oestrogénique, insecticide et antifongique (Rivera-Vargas et al.,
1993 et Corwell, 2004). Cependant certains isoflavonoides sont des poisons puissants (Boue,

S. et al , 2008).

HO (o)
HO (@)
OH (o)
° OH OH
Daidzein Génistein

Figure 26 : Structure de quelques isoflavonoides
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2.2.3— Propriétés des flavonoides

Les flavonoides ont des effets bénéfiques a la fois chez les plantes et chez les animaux.
Un apergu non exhaustif des principales propriétés des flavonoides est proposé ci-apres.
De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques (Hertog.
G, 1994).
Les flavonoides sont présents dans de trés nombreuses especes végétales, dans les feuilles, les
fleurs, le pollen et les fruits. Leur concentration augmente avec l’exposition au soleil,
constituant de ce fait un écran protecteur contre les rayonnements ultraviolets (larsson. S,
1988).
Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées
(Fuhrman. B et al, 1995), en stabilisant les radicaux peroxydiques, mais ils peuvent aussi
désactiver les espéces oxygénées réactives comme 1’ion superoxyde, le radical OH, ou

I’oxygene singulet, Inhibe la lipoxygénase ou encore chélate les métaux (Pascale. S, 2006).

0OH . o" ] 0
2 EH R. FH O 3
0OH 0OH
N AL —
o
Flv-OH Flav-O quinone

Figure 27 : Pi¢geage des ERO (R) par les flavonoides (Jovanovic. S.V et al, 1998).

La quercétine est la plus active des flavonoides ¢étudiés. La figure 15 résume les sites

essentiels pour la chélation des ions métalliques :

e un noyau catéchol sur le cycle B,

e les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C,

e (les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Van Acker et al,
1996).
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Figure 28 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions

métalliques (M+) (Van Acker et al, 1996).

L’une de leurs fonctions indiscutables est leur role de protection des végétaux contre
les invasions microbiennes. Ceci n’est pas seulement le fait de leur présence dans les plantes
en tant que constituants, mais aussi celui de leur accumulation comme phytoalexines en
réponse aux attaques fongiques, bactériennes ou virales. Une étude plus récente a montré le
pouvoir antibactérien d’un flavonoide glycoside contre des souches de bactéries gram (+) et
gram (-) (Zubair, M.F. 2017). Des chercheurs ont démontré que les flavonoides pouvaient
avoir une action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus
HIV, empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule héte (Ghedira K, (2005) ( Harborne.
J.B, 1994 et Harborne. J.B, 1999 et Zhu et al., 2017).
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l Hydrates de carbone

Y
Phénylalanine ———= 4-Coumaroyl-CoA AcétylCoA

MalonylCoA -=—

Chalcone synthétase Chalcone synthétase + réductase

4 ;2" 4" ;6'-tétrahydroxygchalcone 4 2" :4rihydroxychalcone
CHALCONE
Chalcone Chalcone
isomérase isomérase
O OH O
f M Y
Flavanone @ 5-désoxyflavanone
FLAVANONE
CC —
\ ]
(@]
/ » ISOFLAVONE

FLAVONE | © |
oy s
O | Dihydroflavonol o

1) Dihydroflavonol réductase

Flavonol synthétase
FLAVONOL
O O 3 ;4 dihydroxyflavane et 3 hydroxyflavane
O | (PROANTHOCYANIDINES) (CATECHOLS)
OH
)
ANTHOCYANES TANINS CONDENSES
: 94 "
O
99
F OH

Figure 29 : Voie de biosynthése des flavonoides (Remesy. C et al,
1996).
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De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti inflammatoires (Da Silva. E et al, 1994 ; Galati. E.M et al, 1994 ; Read. M.A, 1995),
par I’inhibition d’adhésion et I’agrégation des plaquettes. L’hispiduline, une méthoxyflavone,
diminue par exemple 1’agrégation plaquettaire en augmentant les taux intracellulaires en
AMPC a la suite d’une inhibition des phosphodiestérases (Roengsumran. S et al, 2000). En
effet, ’accumulation d’AMPc plaquettaire semble interférer avec la mobilisation de Ca**
impliquée dans 1’agrégation de ces cellules ((Li et al., 2016),).

Les flavonoides montrent plusieurs effets biologiques antiulcéreux, anti-
inflammatoires et anti hépatotoxiques. Beaucoup ont des actions antiallergiques et antivirales
et certaines fournissent la protection contre les maladies cardiovasculaires. In vitro, chez les
animaux de laboratoire, ils ont montré une inhibition de la croissance de diverses variétés de

lignées des cellules cancéreuses (Narayana. K.R et al, 2001) et (Navarro et al., 2017).

2.2.4- Biosynthese des flavonoides

Elle se fait a partir d’'un précurseur commun, la 4,2°,4’,6’-tétrahydroxychalcone
(figure 16). Cette chalcone métabolisée sous ’action d’enzyme, la chalcone isomérase, en
flavonone (naringenine) (1). Sur cette dernicre agit la flavone synthase pour donner : flavone
(apigénine) (2) ou le dihydroflavonol(3).
Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase, se métabolise en kaempférol(4) ou
en leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3,4ols (6) et
anthocyanidos (7), ce dernier sous l’action de 3-O-glycosytransférase, se transforme en

anthocyanosides (8) (Marfak. A, 2003).

2.2.5—- Les anthocyanes
2.2.5.1 Structure des anthocyanes

Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et
hydrosolubles, rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement
alcalin (Crozier et al., 2008). On les présente habituellement avec une structure de base

commune, le cation flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrlium. Ils sont toujours glycosilés en

position 3 (Ribereau. G.P, 1968 ; Brouillard. R et Dubois. J.E, 1977).
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R,, R, = H, OH ou OCH,

R, = sucre

Figure 30 : Structure de base commune des anthocyanes

Les composés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la malvidine
(Figure 18) (Harborne et Williams, 2000). IIs sont présents dans les raisins (340-420 mg de
malvidine 3-O-glucoside/L). De nombreux glucosides de cyanidine et deux dérivés de

pélargonidine ont aussi été caractérisés dans I'oignon rouge (Harborne,2013).

R, =R, =H : Pélargonidine
R,=OH, R, = H : Cyanidine
R, =R, = OCH, : Malvidine

R, =OCH,, R, = H : Péonidine
R, =R, = OH : Delphinidine
R, =OH, R, = OCH, : Pétunidine

Figure 31 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes.

2.2.5.2— Localisation des anthocyanes

Les anthocyanes sont généralement localisés dans les vacuoles des cellules
épidermiques. Elles absorbent la lumiére visible et sont responsables des couleurs trés variées
des fleurs et des fruits (Brouillard R et Dubois J.E, 1977 ; Mclure. G.W, 1979; Harbone.
J.B et Grayer. R.J, 1988; Merlin. J.C et al. 1985).
Les anthocyanidines sont les aglycones des anthocyanes. En fait, les anthocyanes et
anthocyanidines se présentent, selon le pH, sous diverses formes en équilibre : la forme
cationique est responsable de la couleur en milieu acide, la forme chalcone étant responsable

de la couleur en milieu basique (Brouillard. R, 1977a, 1977b).
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Figure 32 : Les différentes formes des anthocyanes selon le pH : Exemple

de la Malvidine (Brouillard. R, 1977a, 1977b).

Tableau 7 : Les principaux anthocyanidines des végétaux (Pascale S., 2006)

Ri R Anthocvanidine  Couleur Origme (exemple)
R=R:=H pelargomidine Orange-rouge Pelargonium rouge
R=0H R=H Cyanidine Rouge Pomme rouge
R=0CH.B=H  Peonidimne Roze Pivoine rose
R=R:=CH Delphimdine Bleue-violetie Moflier violet
R=0CH:; R=0H Pétunidine Violette Petunia violst
R=R,=0CH; malvdine manve Mame

Le role de la couleur peut s’avérer significatif comme c’est le cas chez certaines fleurs dont la

couleur bleue due a la delphinidine est un des atouts privilégiés pour attirer les abeilles

pollinisatrices (Harborne. J.B, Williams. C.A, 2000).



2.2.5.3 — Propriétés des anthocyanes
On attribue aux anthocyanes de nombreuses propriétés biologiques :

e Des ¢tudes ont montré des effets intéressants d’anthocyanes de myrtilles en
ophtalmologie. En fait, les anthocyanines sont utilisées lors le cas de myopie
évolutive, de rétinopathie et pour améliorer la vision nocturne.

e Au niveau des maladies cardiovasculaires, les anthocyanes semblent avoir des
activités anti-inflammatoires, vasoprotectrices et inhibitrices de 1’agrégation
plaquettaire (Zhang et al., 2017).

e La propriété¢ des anthocyanes a diminuer la fragilité et la perméabilité capillaire est
commune a la classe des flavonoides et a été identifiée sous le terme de vitamine P par
Szent- Gyorgi en 1936.

e Récemment, Ghiselli et al. (1998) ont confirmé que des fractions d’anthocyanes
pouvaient jouer un role d’antioxydant en inhibant I’oxydation des lipoprotéines et
I’agrégation des plaquettes (Szymanowska et al., 2015).

e Les anthocyanes pourraient également jouer un role dans le traitement de tumeurs.

e Enfin comme la plupart des composés phénoliques, les extraits anthocyaniques

possedent des propriétés antibactériennes et antivirales (Pascale S, 2006).

2.6—Les Tanins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Doat 1978)). Historiquement, le terme « tanin » regroupe des composés
polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines [(Dangles O.
et al ,2000), d’ou leur capacité a tanner le cuir. Ces substances sont facilement hydrolysables

par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Linden et Lorient D. (1994).

2.6.1- localisation

Les tanins sont des polyphénols d’origine végétale caractérisés par leur réaction de
précipitation avec les protéines les alcaloides et la gélatine . Ils existent dans presque chaque
partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines (Metche. M et Gérardin. M, 1980).
Ils sont souvent polymérisés donnant des molécules de poids moléculaires allant de 500 a

3000 (PM) (Aguilera-Carbo A., 2008).).
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2.6.2—classification des tanins

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins

condensés (Ribéreau-Gayon P. (1968) :

e Tanins hydrolysables (pyrogalliques)

e Tanins condensés (catéchiques ou non hydrolysables)
2.6.2.1 —Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables ce sont des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou/et de ses
dérivés I’acide digallique et en particulier I’acide ¢llagique (Fengel. D, Wegener. G, 1984).
La molécule glucidique est en général du glucose, mais dans certains cas des polysaccharides

(Ribereau, 1968) (figure 20).
HO 0
OH
HO& L
0]

(0]
O 0
OH
0 OH OH
HO OH oH
OH OH

Figure 33 : Structure chimique d’un Gallotanin hydrolysable (1,2,3-tri-O-
galloyl-B-D-glucose) (Bruyne T.,1999).
Ce groupe de tanins est caractéristique des Dicotylédones ; on le rencontre notamment chez
les rosidaes dans tous les organes : racines, tiges, feuilles ou fruits avant la maturité. Ces
tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction

de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales (Guignard, 1996).

2.6.2.2 — Tanins condensées

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomeres de flavan-3-ols qui ont la
propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison inter
monomérique (Porter et al. 1986). IIs ne s’hydrolysent pas sous l'action des acides minéraux
dilués mais forment a 1'ébullition des composés insolubles appelés phlobaphénes ou rouge de

tanins (Guignard, 1996).
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La structure complexe des tanins condensés est formée d'unités répétitives monomériques
qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation (Hemingway, 1992). Les
formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des
carbones asymétrique Cz et Cs et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (figure 21). On
distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées). (Roux.

D.G et Evelyn. S.R, 1960).

OH

Figure 34 : Structure chimique d’un tanin condensé (Bruyne T.,1999).

2.6.3— Propriétés physico-chimiques des tannins

La solubilité des tannins dans I’eau dépend de leur poids moléculaire et de leur degré
de polymérisation (Bruneton. J, 1999). Les tannins sont également solubles dans I’acétone et
les alcools, ce qui explique que Ioptimum de rendement d'extraction soit généralement
obtenu par des solutions acétone-eau ou méthanol-eau (Makkar. H.P, 2000).
Les tannins se fixent a la quasi-totalit¢ des protéines et forment ainsi des complexes
insolubles dans des conditions de pH physiologique (pH = 7 a 7,4) (Zimmer. N et Cordesse.
R, 1996). Les tannins peuvent ¢galement former des complexes avec les acides nucléiques
(Mueller-Harvey. I et Allan. A.B, 1992). Labieniec. M et Gabryelak. T(2006) ont montré
que les dérivés de I’acide tannique interagissaient avec I’ADN induisant des modifications
conformationnelles.
Ils ont la propriété de chélater les ions ferriques et cuivriques. Ainsi, I’acide tannique chélate
les ions ferriques par ces groupements gallates ce qui limite 1’absorption intestinale du fer

non-hémique (Hagerman. A.E, 2002 et Okullo JBL, 2010).
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Les tanins condensés sont résistant a 1’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes
permettent de les dégrader. Ainsi par traitement acide a chaud, ils se transforment en pigment
rougeatre et pour cette raison, ils sont dénommés « proanthocyanidines » (Pascale. S, 2006).
En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont
responsables de l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme,
poire, dattes etc...) et de certaines boissons (cidre, thé, etc...). (Roux. D.G et Evelyn. S.R,
1960). Certains auteurs ont trouvé pour la variété Deglet- Nour que le taux est 16,66 ug/ml
d'acide tannique, au stade Tmar, cette teneur reste faible par rapport a celle notée par
Yahiaoui, (1999) (70 ug/ml d'acide tannique).
3 — Stress oxydant et espéces réactives oxygénés

Récemment le monde scientifique commence a s’intéresser de plus en plus a
I’importance et I’implication du stress oxydatif dans le développement de nombreuses
pathologies humaines (cancer — maladies cardiovasculaires. (Descheemaeker. K et al, 2009).
En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques (Favier A. (2003) et
Baudin B. (2006)), indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le
développement de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes allant de
I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,
neuro-dégénératives et le diabéte. Le role du stress oxydant a été également évoqué méme
dans des procéssus physiologiques tel que le vieillissement (Philippe Tacchini et Alice

Neequaye, 2010).
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Figure 35 : Vue globale du stress oxydant (Borg. J et al, 2004)
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En plus des chercheurs du monde biologique et médical ont orienté leur curiosité
conception en situation de stress oxydant ou elle est connue comme une agression biologique
de notre organisme par des molécules toxiques. Le stress oxydant se définit comme un état de
déséquilibre entre la production d’especes réactives oxygénées ERO (les radicaux libres) etles
défenses de I’organisme (les antioxydants) (figure 23). Ces radicaux libres sont responsables
de nombreux désagréments, et de nombreuses maladies (Delattre, J.,. Beaudeux J.-L, et al.
(2005).

Systémes antioxydants

Enzymatiques = Non enzymatiques
Superoxyde Glutathion,
dismutase, Vitamines C. A, E,
Catalase, Ubiquinone,
NADPH oxydase, Toxiques Glutathion Lipoate,
Chaine respiratoire | environuementaux, peroxydase Pyruvate,
mitochondriale. ‘Radiations ionisantes Polyphénols
: Peroxysomes, et UV, Champs n fr
Cytochrome Pysg, electniques. ; .
XKanthine oxydase. | Xénobiotiques pro-
Cyclo-oxygénases. | oxydants, Cytakines —_—
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Figure 36 : Déséquilibre de la balance entre radicaux libres et antioxydants

Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est
présente :

e Exces des especes réactives d’O2, N2 ou Clz

e Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes)

e M¢écanismes de réparation insuffisants

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique mais
alors qu'un excés d’espéces réactives mal maitrisé favorisera une maladie ou un

vieillissement accéléré. (Tessier F., Marconnet P. (1995).)

3.1- Les radicaux libres

Un radical est une molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur ses
orbitales ¢électroniques externes. La présence d'un électron célibataire confére souvent a ces

molécules, une grande instabilité¢, elles ont la possibilit¢é de réagir avec de nombreux
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composés dans des processus le plus souvent non spécifiques. Ce caractére chimique rend les
radicaux libres fortement réactifs. La réactivité varie d'un radical libre a un autre et dépend de
I’environnement ou ils sont présents. Les dérivés réactifs de 1'oxygene (ERO) (especes
réactives oxygénées) sont pour la plupart des radicaux chimiques dérivés de l'oxygene

(Gilbert D.L., Colton C.A. 1999).
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Figure 37 : Sources des différentes especes réactives de 1’oxygene impliquées

en biologie (Favier.A, 2003).

Si l'instabilité est importante, I'électron libre est rapidement transféré sur une autre
molécule. Le caractere radicalaire de la molécule ne disparait pas et I'électron libre peut passer
sur d'autres molécules, entrainant des phénoménes d'oxydation en chaine (Afonso V., 2007).
Les conditions mises en jeu pour donner des radicaux sont souvent drastiques : hautes
températures, radiations ionisantes, ultraviolets. Ces substances peuvent peroxyder les lipides
insaturés qui composent les structures membranaires et peuvent alors tuer la cellule. Le
remplacement de la cellule oblige l'organisme a activer ses cellules-souches, ce qui augmente
le risque de cancérisation. Ceci contribue aussi a un vieillissement accéléré de I'organisme, les
cellules-souches ne pouvant éternellement se multiplier « limite de Hayflick ». (Halliwell et

Whiteman, 2004).
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Les radicaux libres les plus importants dans le systéme biologique sont les espéces
réactives de l'oxygene, ces derniers incluent non seulement les radicaux centrés sur l'oxygene
comme le radical superoxyde (O2+7), le radical hydroxyle (OH¢) mais aussi certains dérivés
de l'oxygéne non radicalaires (ne possédant pas d’¢lectron célibataire) tel que l'oxygene
singulet (102), le peroxyde d'hydrogéne (H202) et I'acide hypochloreux (HOCI), qui sont des
agents oxydants et / ou sont facilement convertis en radicaux libres (Tableau 6). Un terme

similaire, les especes de 'azote réactif, devient également largement utilisé¢ (Halliwell, 2001).

Tableau 8 : Les espéces réactives de I'oxygene et de l'azote.

Les espéces réactives de I'oxygéne

Radicalaires

Non radicalaires

Superoxide (O2¢7)
Hydroxyl (OHe)
Peroxyl (RO2¢)
Alkoxyl (RO)
Hydroperoxyl (HO2e)

le peroxyde d'hydrogene (H202)
'oxygene singulet (102)

l'acide hypochloreux (HOCI)
Ozone (03)

I'acide hypobromeux (HOBr)

Les especes réactives de I'azote

Radicalaires

Non radicalaires

Le monoxyde d'azote (NO¢)
Le dioxyde d'azote (NO2e)

L'acide nitreux (HNO2)

Le cation nitrosyle (NO+)
L’anion nitroxyle (NO7)
Peroxynitrite (ONOO-)

l'acide peroxynitreux (ONOOH)
Peroxynitrites alkyle (ROONO)

Les radicaux libres sont trés instables, leur durée de vie est trés courte (10™*seconde).
Leur réactivité réside dans la recherche d’un ¢électron afin de réapparier leur électron célibataire;
elle entraine la propagation du phénomeéne par création d’un nouveau radical. Dans les milieux

vivants, la diffusion du processus est limitée par la compartimentation tissulaire.
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D’une maniere générale, la fin de la réaction en chaine peut se produire :
e Par la recombinaison des radicaux entre eux :
R1+R2—>RI-R2

Ceci est possible s’il s’agit de chaines organiques contenant uniquement des liaisons saturées,
par I’intervention de systémes antioxydants entrainant le piégeage des radicaux libres. Il s’agit
d’enzymes (superoxyde dismutases, catalase, peroxydases) et de polyphénols telle que la
quercetine. Ces systémes antioxydants ont une action membranaire ou intracellulaire
(Hadi.M, 2004).

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes physiologiques
tant endogenes qu’exogenes et sont utiles pour 1’organisme a faibles doses. Nous pouvons
considérer que certaines de ces productions sont volontairement programmeées et parfaitement
maitrisées par 1I’organisme a des fins de défense ou d’envoie des signaux (Favier. A, 2003).

La formation des radicaux libres dans I’organisme doit étre considérée comme un
phénomene normal et maitrisable dans un organisme sain. Il existe dans les leucocytes et les
macrophages une production adaptée de radicaux libres qui leur sert a détruire les bactéries du
fait de leurs activités bactéricides. Au cours de processus immunologique intensif, des radicaux
libres peuvent notamment étre libérés en plus grande quantité par les leucocytes et les
macrophages et entrainer des 1ésions de structure intactes (Biesalski et Grimm. P, 2001).

Les 02" peuvent eux méme activé la NADPH oxydase par un rétro controle positif, en
agissant par I’intermédiaire de la phosphlipase A et de la libération d’acide arachidonique

(Dellatre. J et al, 2003)

Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydant/radicaux libres est
en équilibre, si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydant, ou par suite d’une
surproduction énorme des radicaux libres (Favier.A, 2003), ces derniers interagissent avec
toute une série de substrat biologique conduisant a 1’altération de 1’homéostasie de
I’organisme. Le dysfonctionnement des systémes de régulation de 1’oxygéne et de ses
métabolites est a I'origine de phénomenes de stress oxydant dont I’importance dans de
nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associé¢ a des complications lors de

leur évolution est maintenant largement démontré (Favier. I, 2003).
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3.2 — Origine et régulation des espéces réactives de I’oxygéne in vivo

La majeure partie de I'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente
(addition de 4 ¢électrons) conduisant a la production d'eau. (Figure. 14)

O2+4e-+4 H+— 2 HO

Au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est importante puisqu’elle
est associée a la production de 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel
énergétique a partir d’une molécule de glucose. Mais tous les organismes aérobies paient le
prix de ces avantages métaboliques. En effet, les cellules convertissent 2 % de la quantité

totale d’oxygene consommeée en especes réactives de I’oxygene. (Ferradini, 1986).

H,O
+e 4+ +2H +e+H’ +e
0 — Oy h OH —* H,0
anion peroxyde radical
superoxyde d’hydroge hydroxyle

Figure 38 : Intermédiaires réduits de I’oxygene.

Cette réaction (réduction tétravalente) est catalysée par le cytochrome oxydase,
accepteur terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la chaine de transport des
¢lectrons située dans la membrane interne mitochondriale. (Han et al., 2003).

Toutefois, cette chalne de transport peut laisser «fuir» une certaine proportion d'électrons qui
vont réduire 1'oxygeéne, mais en partie seulement. C'est ainsi qu'environ 2 % de l'oxygene
subissent une réduction monoélectronique (addition d'un seul électron), conduisant a la
formation du radical superoxyde O2:-, au niveau de I’'ubiquinone ou coenzyme Q (Turrens e?

al, 1985).

O+ 1e-— 0O;-

Le radical superoxyde qui présente une certaine toxicité est éliminé ou tout au moins
maintenu a un niveau de concentration assez bas par des enzymes appelées superoxyde

dismutases (SOD) qui catalysent sa disparition par dismutation :

Oz-+ Oz-— H202 + O
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Le peroxyde d'hydrogene (H202) ainsi formé n'est pas lui-méme un radical libre mais
une molécule ayant tous ses €lectrons périphériques appariés. Sa concentration est régulée par
des enzymes telles que la catalase (présente dans les peroxysomes) et les glutathions
peroxydases (essentiellement localisées dans le cytosol).

La majeure partie de la toxicité du peroxyde d'hydrogene provient de sa capacité a générer le
radical hydroxyle ‘OH en présence de cations métalliques tels que Fe2+ « réaction de Fenton
» ou Cut+ (Wardman et Candeias, 1996). Le radical hydroxyle est particuliérement délétére

vis-a-vis des matériaux biologiques.

H,0; + Fe** - OH" + Fe** + OH”

En réalité, la toxicité des radicaux superoxydes semble s'exercer plutot d'une maniere
indirecte. En effet, en réagissant avec le peroxyde d'hydrogéne, les radicaux O2--peuvent

donner naissance a des radicaux -OH selon la réaction de Haber Weiss :

Oz- + H0, — OH +O2+ OH"

Ou bien encore, en réagissant avec des radicaux *NO (monoxyde d’azote), conduire a
l'apparition de peroxynitrites :

02:- + NO — ONOO-

Dans certaines conditions, il apparait un déséquilibre provoqué par une production
exagérée de radicaux libres ou par une diminution des systémes de défense (enzymatiques et
non enzymatiques), ou encore par une association de ces deux phénomenes. Un tel
déséquilibre entre systémes producteurs des espéces réactives de I’oxygene et systemes de

défense caractérise 1'état de stress oxydant (Halliwell et Gutteridge, 1999).

3.3— Les antioxydants
Une molécule antioxydante est définie, comme une substance qui, lorsqu'elle est
présente a des concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou

empéche 'oxydation de ce substrat de maniére significative (Halliwell, 1991).
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Pour réguler ces réactions d’oxydation, I’organisme a ses propres systemes de défense
antioxydante. Parmi eux, les systémes enzymatiques, notamment les superoxydes dismutases,
les catalases et les gluthations peroxydases, sont reconnus comme étant les plus performants
dans la détoxification des especes réactives de I’oxygene.

Les principaux systémes antioxydants non enzymatiques regroupent quant a eux le gluthation,
I’acide urique, le coenzyme Q10 et I’acide lipoique. En outre, plusieurs études s’accordent
aujourd’hui sur I’importance de la contribution des antioxydants exogénes apportée par
I’alimentation, dans la lutte contre les maladies associées au stress oxydant (Frankel et al.,
1993). Ces antioxydants, essentiellement d’origine végétale, sont apportés sous la forme de
vitamines (vitamine C , vitamine E ) , de composés phénoliques, d’oligo-¢léments et de

caroténoides ( Hertog et al., 1993).

3.3.1- Pouvoir antioxydant des vitamines dans les aliments

Une alimentation contenant suffisamment de calories et étant également riche en
fruits, céréales et légumes est associée a un risque plus faible de cancers, maladies cardio-
vasculaires, attaques, diabétes non insulinodépendants. Des facteurs multiples contribuent a
cette observation, y compris la haute teneur en antioxydant de ces régimes alimentaires

(Hollman P.C. &. Katan. M.B , 1999).

3.3.1.1- Vitamine C
La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la vitamine C dans leurs foies

ou dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un
excellent piégeur des ERO (HO¢ ou O2¢-). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systéme
immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et des globules rouges ainsi que dans
les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng, Pincemail et al. 2007).

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et Iégumes (non synthétisée par ’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky, Chen et al. 1999). La vitamine C est
indispensable pour prévenir le scorbut en servant de cofacteur pour plusieurs enzymes; elle
posséde également des propriétés antioxydantes. La vitamine C empéche 1‘oxydation des

LDL produites par divers systémes générateurs des ERO. Lors de son oxydation en acide
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déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyle), qui
joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée (Mak, Egri et al. 2002).
Cette vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le
plasma et les érythrocytes chez 1'homme, situés dans les lipoprotéines et dans les membranes
(Delattre, Beaudeux et al. 2005). Lors de la peroxydation lipidique, elle va permettre
I‘inhibition de 1°étape de propagation, et ainsi assurer un réle de protection des membranes

contre 1‘oxydation lipidique (Herrera et Barbas 2001).

3.3.1.2. Vitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols et les tocotriénols. D’un
point de vue biologique, deux isomeres sont particulierement intéressants, 1’a- tocophérol et le
y-tocophérol. Leur caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes
riches en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un role protecteur en réagissant avec les
radicaux peroxyle (ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation
de la peroxydation lipidique (Haleng, Pincemail et al. 2007).
La vitamine E est un puissant antioxydant qui protége les lipides contre les lésions des
radicaux libres et constitue 1’antioxydant le plus important contenu dans les lipides des BLP
(Joseph. J.A et al, 1998). De plus Les antioxydants interagissent entre eux, la vitamine E
associée a la vitamine C peut inhiber la lipoperoxydation mieux que la vitamine E seule

(Joseph. J.A et al, 1999).

3.3.1.3— Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments fabriqués par les végétaux. Ce sont eux qui
donnent aux fruits et Iégumes des couleurs orange, rouge et jaune. Les plus importants sont le
béta-carotene, 1‘alpha-caroténe et le lycopeéne. La plupart des caroténoides ont une propriété
antioxydante. Leur structure polyéne leur permet d‘absorber la lumiére et de neutraliser
I‘oxygene singulet (Causse et Renard 2008).
Sont des pigments issus des plantes et microorganismes. L’activité¢ antioxydante de ceux-ci
est liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROOs,
HOe, O2+7, Re par simple addition électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, en
particulier, de neutraliser 1’oxygene singulet (EI-Agamey, Cantrell et al. 2004).

Les caroténoides sont les puissants antioxydants des végétaux et un grand nombre

d’entre eux constituent une source de vitamine A chez I’homme. Des études ont conclu que
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manger plus de végétaux diminuait les niveaux de dommages oxydatifs ( Youdim. K.A et

al,.2000).

3.3.1.4 — Pouvoir antioxydant des oligo-éléments dans les aliments
3.3.1.4.1-Le sélénium

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans 1’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, li¢é a un acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a des
intermédiaires nécessaires a la synthese de dérivés physiologiquement actifs comme la GPx.
La dose journaliére recommandée est de 5070 pg/jour. Les aliments riches en sélénium sont,

notamment, les noix de Brésil, les brocolis, 1’ail... ( Kouassil . J.B. , 2013).

3.3.1.4.2— Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un role important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA
(réactions de Fenton) et peut , lorsque sa concentration est ¢levée devenir pro-oxydant. Les
apports journaliers recommandés sont de I’ordre de 2,5 mg. Il est présent dans le son 1’avoine,

le seigle, le foie de veau ( Kouassil . J.B. , 2013)

3.3.1.4..3 — Le zinc

Le zinc joue un réle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans
de nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthése des
prostaglandines, le fonctionnement de I’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est
un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protége également les groupements thiols des
protéines et il peut inhiber les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de
transition comme le fer ou le cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un
excellent indicateur de 1’état de stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en
zinc sont les viandes et les poissons, les céréales complétes et les 1€égumes secs; les apports

journaliers recommandés sont de 1’ordre de 20 mg ( Nkhili E. , 2009).
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4 - Pouvoir antioxydant des polyphénols dans les aliments

En tant qu’antioxydants, tous les polyphénols sont capables de piéger les radicaux
libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de
notre environnement (cigarette, polluants, infections, etc.). Ingérés avec nos aliments, ces
composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants tissulaires (lipides
et autres macromolécules) contre le stress oxydant et préviendraient ainsi les diverses
maladies chroniques associées, telles que cancers, maladies cardio-vasculaires ou
ostéoporose. Ils ont aussi des propriétés spécifiques (affinité pour des récepteurs cellulaires
comme les récepteurs des estrogeénes, impact sur la signalisation cellulaire) qui induisent des
réponses cellulaires tres diverses. La somme de ces effets se traduit par des effets santé que
I’on commence tout juste a comprendre a travers les expérimentations animales et cliniques.

Les polyphenols sont généralement de puissants antioxydants; Ils ont ainsi la capacité
de protéger les végétaux contre les effets néfastes des radicaux libres générés en réponse aux
polluants, infections, rayonnements UV etc. D’autres sont également de bons inhibiteurs
d’enzymes ou sont reconnus pour leurs propriétés antiseptiques ou anti-inflammatoires.

Les flavonoides sont susceptibles de neutraliser les radicaux libres, d'exercer un rdle de
protection cardio-vasculaire et de favoriser I'élimination de substances toxiques.

En raison de leur abondance dans les plantes consommées par I’homme et de leurs bénéfices
potentiels pour la santé humaine, les flavonoides font 1’objet d’une attention croissante. Que
ce soit pour 1’é¢tude des relations structure-activité, le controle de la qualité alimentaire ou le
suivi de 1’absorption et de la métabolisation de ces composés phénoliques naturels. (Perron et
Brumaghim, 2009)

Les antioxydants d’origine alimentaire contribuent vraisemblablement a la défense de
I’organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer
un role protecteur important.

La structure des polyphénols végétaux, leur confeére une activité antioxydante aussi
importante que celle de la vitamine C et la vitamine E. Leur mode d’action est une
combinaison de réactions chimiques (chélation de métaux, la donation d’hydrogéne ou
d’¢lectron) qui interrompt les réactions d’oxydation de molécules, comme I’ADN les lipides
ou les protéines, en formant des radicaux plus stables, et donc qui aboutit a une diminution

des teneurs en radicaux libres (Pascale. S, 2006).
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Figure 39 : Stabilisation du radical phénolique (Pascale. S, 2006).

4.1.2 - Propriétés chimiques des polyphénols

Dans ce paragraphe, il s’agira de décrire brievement et sans étre exhaustif les
principales propriétés chimiques et physico-chimiques des composés phénoliques en les
illustrant prioritairement par des exemples se rapportant aux principaux polyphénols de la
pomme discutés précédemment. En résumé, les composés phénoliques sont des molécules
ayant des propriétés réductrices, des propriétés nucléophiles, des propriétés acides (faible), et
parfois des propriétés de chélation de métaux. Certains composés se voient aussi attribuer des
propriétés dites « tannantes » qui reflétent leur capacité a interagir en milieux aqueux avec des
protéines pour former des complexes plus ou moins réversibles.

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des
noyaux phénoliques, particulierement des substituants a effet mésomere attracteur d’électrons
(- M) et substituants a effet mésomere donneur (+M). La conjugaison d’une des deux paires
libres de I’atome O avec le cycle traduit I’effet (+M) du groupe OH. Ce phénomeéne augmente
la délocalisation ¢électronique et produit une charge négative partielle sur les atomes C2, C4,

Cé6. L’effet (+M) peut étre représenté par quatre formes mésomeres.
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Figure 40 : Formes mésomeéres du phénol.

De ces caracteres de base découlent les différentes propriétés physico-chimiques suivantes

que nous allons décrire dans le paragraphe suivant.
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4.1.2.1 - Nucléophilie et électrophilie

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par 1’atome d’oxygene et les
atomes de carbone en ortho et para du groupement OH (suite a I’effet (+M)). Cette propriété
est a ’origine des réactions de substitutions électrophiles aromatiques (alkylation, acylation,
etc.) régiosélectives des positions ortho et para. Les substituants de type 1,3-dihydroxy
(résorcinol) et 1,3,5-trihydroxy (phloroglucinol) permettent une accumulation de densité
¢lectronique sur les sommets C2, C4 et C6 (tous ortho ou para des groupements OH),
accentuant ainsi le caractere nucléophile.
Le cycle A des flavanols(catéchines et procyanidines) possede deux centres C6 et C8

fortement nucléophiles car en ortho et en para de trois groupements OH ou OR a effet (+M).

CH,
OH

R S5 ™73 "oH HO™ 53 0H

Noyau résorcinol Noyau phoroglucinol Catéchine

Figure 41 : Sites nucléophiles sur les noyaux résorcinol et phloroglucinol et

extrapolation sur la molécule de catéchine

Le noyau A est également activé par le groupement carboné saturé en C4. Cette
nucléophilie permet des réactions de substitutions électrophiles aromatiques qui peuvent par
exemple intervenir lors de la production du thé noir. (Figure 23).

A Tlinverse des phenols, les o-quinones formées par oxydation présentent un déficit
¢lectronique responsable de leur caractere électrophile qui se manifeste sur plusieurs positions

du cycle comme I’illustrent les formes mésomeres possibles (Figure 24).
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Figure 42 : Formes mésoméres d’une o-quinone

Dans les conditions permettant I’oxydation des phenols et en particulier des o-
diphénols, ces derniers, dotés de leur caractére nucléophile se trouvent en présence d’o-
quinones ¢lectrophiles. Les conditions sont alors favorables a des reactions d’additions parmi
lesquelles la réaction d’addition de type Michael apparait souvent privilegiée.

Ces reactions d’addition de Michael sont par exemple responsables de la formation d’une
structure de type biaryle dans le cas d’un couplage oxydatif entre une o-quinone, resultant de
I’oxydation d’un catéchol, avec le phloroglucinol ou avec une molécule contenant un noyau

de ce type, tel qu’on peut le trouver dans la catéchine (Poupard et al., 2008) (Fig27).

OH HO OH
o
HO
+ HO {4!!>> {4!!>>
R (0]
OH R OH
o-quinone phloroglucinol structure de type biaryle

Figure 43 : Formation d’une structure de type biaryle par couplage oxydatif issu de
I’addition de Michael entre une o-quinone et un noyau phloroglucinol
Les additions radicalaires sont aussi des voies réactionnelles possibles, impliquant notamment
les espeéces semi-quinones. Dans ce cas, des structures de type biaryléther sont
potentiellement formées. Ceci a €té observé en solution modele d’oxydation enzymatique de
(+)-catéchine avec la formation de certaines déhydrodicatéchines de type B (Guyot et al.,

1996).
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4.1.2.2 - Propriétés réductrices

Le potentiel d’ionisation (PI) d’une molécule est I’énergie minimale qu’il faut lui
fournir pour lui arracher un électron. Plus un composé aromatique est substitué¢ par des
groupements donneurs d’¢électrons, plus son PI est faible et plus son caractére réducteur est
grand. Il peut alors subir une oxydation mono-électronique qui conduit au radical
correspondant. Dans le cas d’un phénol ArOH, le radical-cation formé est un acide fort qui se

déprotone aussitot pour conduire a un radical phénoxyl ou aryloxyl ArO- (Spiteller G. (2006).

§imdth

Figure 44 : Oxydation mono-¢électronique d’u phénol et et stabilisation du radical

OH

aryloxyl formé par ses formes mésomeres.

Le radical aryloxyl (ArO.) peut étre formé directement par transfert d’hydrogéne
phénolique vers un radical de haute énergie telle que les radicaux oxyl (RO.) et peroxyl
(ROO.) formés par exemple au cours de 1’autoxydation des composés polyphénoliques
(Halliwell B., Chirico S. 1993).

L’oxydation des composes phenoliques est la conséquence de leur action réductrice.
L’oxydation des composes phenoliques concerne d’abord les composes présentant dans leur
structure des noyaux phénoliques de type o-diphénol (ou catéchol) qui sont de plus forts
réducteurs.

L’oxydation monoélectronique d’un catechol conduit alors a un radical aryloxyl
correspondant a une semi-quinone. Par perte d’un electron ou par dismutation, les radicaux
semi-quinones conduisent a la formation d’o-quinones qui sont elles aussi des espéces tres
réactives.

Dans les modéles alimentaires de transformation de la mati¢re végétale fraiche, par exemple

lors du broyage et du pressage des pommes, la formation des o-quinones directement a partir
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des o-diphénols, en presence d’oxygene, est largement catalysee enzymatiquement par
I’activité polyphénoloxydase.

Cependant, sans ce recours a une activité enzymatique mais sur des cinétiques plus lentes et
simplement du fait de la presence d’oxygene dans le milieu, les especes semiquinones et
quinones peuvent se former lorsque les conditions sont favorables. On parle alors
d’autoxydation des polyphénols. L’autoxydation est favorisee par les pH plus elevés et la

presence de metaux de transition (Fe(II)/Fe(III) et Cu(I)/Cu(Il)), méme sous forme de traces.

4.1.2.3 - Liaison hydrogéne

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogéne (liaison H) en raison du caractére
acide du proton du groupe OH. Ce sont aussi des accepteurs de liaison H. En fait, seule la
paire libre de ’atome O qui n’est pas conjuguée avec le cycle est capable d’accepter une
liaison H en provenance d’un donneur. Ainsi, un phénol est capable de donner une liaison H
et d’en recevoir une seulement. Notons que ces liaisons H se renforcent mutuellement
(coopérativité). Par exemple, en donnant une liaison H, le phénol allonge sa liaison OH. Cet
¢tat de prédissociation accentue la densité €lectronique sur le centre O et donc son caractére

accepteur de liaison H.

4.1.2.4 - Acidité

La coupure hétérolytique de la liaison OH (déprotonation) entraine la formation
d’union phénate dans lequel la délocalisation électronique de 1’atome O vers le cycle (effet
+M) est fortement augmentée. Ce phénomene et la forte solvatation de I’anion phénate par
formation de liaison H avec I’eau permettent d’expliquer les propriétés acides faibles des
phénols dans 1’eau. Les propriétés caractéristiques des phénols (nucléophilie, caractere
réducteur, polarisabilit¢) sont amplifiées lors de la formation des anions phénates
correspondants.

Les groupements OH en position para et ortho des noyaux phénoliques de polyphénols
présentent un caractere acide renforcé, ce qui permet une dissociation au moins partielle a pH
neutre. Cette exaltation de 1’acidité est due a la stabilisation de I’ion phénate correspondant
par délocalisation de la densité électronique vers le groupement a effet (-M). Elle peut étre

traduite en termes de formes mésomeres.
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4.1.3 - Propriétés tannantes des polyphénols
Il s’agit la d’une propriete essentielle de certains polyphénols qui prennent alors le

nom de tannins.Cette propriété correspond a leur aptitude a interagir en formant des
complexes solubles et/ou insolubles, plus ou moins réversibles, avec la plupart des protéines.
Aujourd’hui, cela inclut aussi leur capacite a s’associer a certaines structures
polysaccharidiques (Le Bourvellec and Renard, 2012). De maniére trés simplifiée, on peut
dire que ces associations sont gouvernées a la fois par des interactions hydrophobes et des
liaisons hydrogénes dues au caractére polarisé et acide de la fonction phénol (donneur de
liaisons hydrogenes) et a I’existence de fonctions <« accepteur de liaisons hydrogénes »
présentes dans la structure des protéines (fonctions carbonyles par exemple). Dans certaines
conditions, des liaisons ioniques sont potentiellement impliquées mais elles ne semblent pas
prépondérantes au pH des aliments, les molécules polyphénoliques étant alors peu chargées.

Les propriétés tannantes ont des conséquences majeures et trouvent de nombreuses

applications impliquant les polyphénols en technologie alimentaire ou dans les qualités

sensorielles et nutritionnelles des aliments. Sans etre exhaustif, on peut citer:

o la perception de ’astringence d’un aliment quand elle est liée a la précipitation des
protéines salivaires par les tannins,

o I’amertume d’aliments due a certains polyphenols comme les procyanidines
oligomeres du fait de leur capacite a se lier a certains récepteurs spécifiques de la
cavité buccale,

o I’instabilite colloidale de certaines boissons en raison de complexations tannins-
protéines-polysaccharides pouvant générer des troubles et précipités lors du stockage,

o I’inhibition d’enzymes utilisees en technologie alimentaire pourclarifier, stabiliser les

boissons.

4.1.4 - Propriétés de copigmentation

Cette propriété ne concerne pas tous les composés phénoliques mais intéresse surtout
les anthocyanes. Ces pigments phénoliques colorés, par la structure plane de leur forme cation
flavylium, peuvent établir des interactions non covalentes de faible énergie de type p-p
responsables d’empilements (stacking) au niveau des noyaux aromatiques avec d’autres
motifs phenoliques. Lorsque ces derniers sont presents dans la meme molecule on qualifie la
copigmentation d’intramoleculaire et lorsque les interactions se font avec d’autres molecules
phénoliques colorées ou non, on parle alors de copigmentation intermoléculaire et la molécule

en question est appelee copigment. En outre, pour que 1’on puisse effectivement parler de
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phénomene de copigmentation, les interactions doivent en plus induire des modifications des
propriétés optiques du pigment seul.

Ce phénomene a été particulierement étudié dans le cas des vins rouges pour lesquels les
anthocyanes et leurs potentiels co-pigments (flavonols, acides hydroxycinnamiques, et
flavanols incluant catéchines et tannins condenses) sont en concentrations parfois importantes.
Ce phenomene s’exprime aussi fortement dans le cas de la couleur des fleurs pour lesquelles
les anthocyanes et co-pigments coexistent dans les vacuoles des cellules des petales. En
general, les consequences d’un phenomene de copigmentation dans un vin est a la fois un
effet hyperchrome (augmentation de I’intensite de la couleur) et bathochrome (décalage du
spectre UV-visible vers les longueurs d’onde plus elevees, donc du rouge vers le bleu)
(Escribano-Bailon and Santos-Buelga, 2012). Dans une synthése récente, Trouillas et Coll.
ont revisité la question de la copigmentation des anthocyanes en confrontant les approches
expérimentales et théoriques pour mieux comprendre le phénomene aux échelles moléculaires

et atomiques (Trouillas et al., 2016).

4.1.5 - Propriétés Complexantes
Il s’agit la d’une autre propriete essentielle des polyphenols meme si elle concerne

surtout les composés présentant dans leur structure un noyau catéchol ou une fonction (C=0)
positionnee de facon coplanaire a proximite d’une fonction OH (Dangles, 2006). Ces
conditions sont favorables a la formation de chélates avec les ions métalliques présentant une
forte charge positive (ex : Fe3+ et Al3+), a condition de ne pas se trouver en situation trop
fortement acide afin d’autoriser la substitution des protons phenoliques. Les pH des jus et des

cidres, supérieurs a 3, permettent a cette complexation de s’exercer. (Figure 45)

N\ e

M

Figure 45 : Complexation métallique des flavonoides ( Dangles, 2006)

Ce phénoméne de complexation métallique avec le Fe’™ et Mg?>" est connu pour

modifier et stabiliser la couleur d’anthocyanes vacuolaires dans des edifices
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supramoleculaires impliquant aussi des flavones et responsables de couleurs florales bleues
(Kondo et al., 1992).

La complexation métallique est également responsable de la « casse ferrique » des cidres.
Celle-ci se manifeste par un brunissement voire un noircissement du liquide expose a I’air.
Méme si les mécanismes fins ne sont pas complétement connus, cette coloration peut
s’interpreter comme le resultat d’une complexation métallique entre les tannins présents dans
le cidre et le fer introduit dans le produit au cours de 1’elaboration (par exemple, utilisation

d’outils et d’équipements en acier non inoxydable et/ou mal entretenus).

4.2 - Relations structures-activités des polyphénols

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des polyphénols et
leur capacité a piéger les radicaux libres (Pietta P. G., 2000 ; Rice-Evans C.A. et coll.,
1996 ; Dugas A.J. et coll., 2000 ; Bors W. et coll., 1997 ; Orsolya Farkas et coll., 2004).
Ainsi, Cuvelier (1992 ) et Fang .H (2001) et leurs collaborateurs ont testé 1’activité

antioxydante des acides phénoliques et obtenu les résultats suivants :

e Les acides cinnamiques ont une activité antiradicalaire supérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique
sont respectivement plus actifs que les acides protocatéchique, syringique, vanillique
et p-hydroxybenzoique. Ils sont plus actifs que les phénols simples: acide pcoumarique
> phénol et acide caféique> pyrocatéchol.

Ainsi, le groupe CH=CHCOOH participe a la stabilisation du radical aryloxyle par
résonance.

e Les acides benzoiques sont, quant a eux, moins actifs que leurs homologues phénols,
ce qui tend a démontrer le role négatif du COOH directement fixé sur le noyau
benzénique.

e [’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement 1’activité
antioxydante des acides phénoliques, particuliecrement quand le second OH est en
ortho ou para du premier: ortho = para > métass ou para > ortho > méta (Thumann
VF. et Herrman K., 1980). Un troisieme OH sur le cycle renforce é¢galement le
caractere antioxydant (ex: acide gallique).

e Le groupement méthoxyle joue, dans une moindre mesure le méme réle que les

groupements OH.
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La présence de plusieurs unités de type acide phénolique peut concourir a renforcer 1’activité

antioxydante (Berset C., 2006.)

4.3 - Comparaison de I’activité des différents 3,5,7,3°,4’-pentahydroxyflavonoides

Les travaux effectués sur la capacité antioxydante des polyphénols a piéger un radical
libre en comparaison avec celle du Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-
carboxylique) permettent d’estimer le parametre TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity). Il est a noter que plus la valeur de TEAC est élevée, plus la molécule est active.
En effet Pactivit¢ de la quercétine (4,72 mM) est deux fois plus élevée que celle de la
catéchine (2,4 mM). La cyanidine a approximativement la méme activité antioxydante que
celle de la quercétine Ces résultats démontrent I’importance de la présence d’un cycle central

insaturé, qui permet la délocalisation des électrons dans le radical (Figure 46).

OH

Quercitine Catéchine Cyanidine

TEAC : 4.72 TEAC : 2.40 TEAC : 442

Figure 46 : Comparaison de I’activité antioxydante des différents 3,5,7,3,4’-

pentahydroxyflavonoides. (Rice-Evans C.A. et al., 1996)

4.2.2 Le role du groupe 3-OH sur le cycle C et de la double liaison C2-C3

La glycosylation du groupement 3-OH de la quercétine (cas de la rutine) ou sa
suppression (cas de la lutéoline) réduit D’activit¢ antioxydante a 2,4 mM et 2,1 mM,
respectivement. Ceci démontre I’importance du groupe 3-OH adjacent a la double liaison C2-
C3 et a la fonction 4 oxo.
L’importance de la double liaison C2-C3 est confirmée en comparant I’activité de la
quercétine avec celle de la taxifoline (dihydroflavonol), qui est deux fois moins active que son

analogue flavonol, la quercétine (Figure 47).
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OH (0]

Quercétine

TEAC : 4.72

lutéoline

TEAC : 2.09

OH (o]
Taxifoline

TEAC : 1.90

Rutine

TEAC : 2.40

Figure 47 : Valeurs de TEAC indiquant I’importance du groupe 3-OH adjacent a la
double liaison C2-C3. (Rice-Evans C.A. et al., 1996)

4.2.3 Importance de la structure ortho-diphénolique du cycle B

La morine avec deux groupements hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul

groupement hydroxyle sont moins actifs que la quercétine (deux groupements hydroxyles en

ortho) (Figure 48). Les résultats démontrent I’importance de la structure ortho-diphénolique

du cycle B.
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Quercétine Myricétine

TEAC : 4.72 TEAC : 3.12

Kaempférol Morine

TEAC : 1.34 TEAC : 2.55

Figure 48 : Valeurs de TEAC montrant I’importance du groupement catéchol

sur le cycle B pour I’activité antioxydante des flavones.

La présence d’un troisieme groupe OH sur le cycle B (myricétine) diminue légeérement
I’activité antioxydante, sans doute en raison de I’instabilit¢é de ce flavonoide (grande
sensibilit¢ a 1’autoxydation). (Gramaza A. et coll., 2006). Pour les flavones, un cycle B

dihydroxylé en ortho est aussi important pour ’activité antioxydante (Figure 49).

lutIoline apiglnine chrysine

TEAC 2,09 TEAC : 1,45 TEAC : 1,43

Figure 49 : Valeurs de TEAC montrant I’importance du groupement catéchol au niveau du

cycle B pour I’activité antioxydante des flavones.
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4.2.3 L’effet de 1a glycosylation sur ’activité des flavones et flavanones

La comparaison de la naringénine avec la naringoside montre que la glycosylation du

groupe 7-OH diminue notablement 1’activité. Des effets similaires sont observés quand

I’hespérétine est comparée avec son rutinoside (hespéridine), et la lutéoline avec son 3°,7-

diglucoside (Figure 51) (Yukiaki K. & Yukihiko H., 1999).

OH O
naringlnine TEAC : 1,53

naringoside TEAC : 0,76

OH O
hesplrltine : TEAC : 1,37

hesplridine TEAC : 1,08

Lutloline-3',7-glucoside TEAC : 0,79

Figure 50 : Influence de la glycosylation sur I’activité antioxydante des flavones et

flavanones.
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OH ©
HO Ipicatechine gallate TEAC : 4,93
OH

OH

OH (0]

Ipigallocatlchine TEAC : 3,82

IpigallocatIchine gallate TEAC : 4,97

HO

OH

Figure 51 : Activité antioxydante de la catéchine et de la catéchine

gallate.

4.2.4 Comparaison de I’activité des flavan-3-ols et des tannins condensés

On les désigne souvent sous le terme générique de catéchines. Ils sont particulieérement
abondants dans le thé vert, le chocolat et les raisins. De nombreuses ¢tudes montrent que ce
sont les composés bioactifs les plus importants du thé vert (Gramaza A. et coll., 2006). Les
potentiels d’oxydoréduction des flavan-3-ols sont classés selon 1’ordre suivant : 46 gallate
d’¢épigallocatéchine (EGCG) = épigallocatéchine (EGC) < gallate d’épicatéchine (EGC) <
¢épicatéchine. D’aprés les mesures de TEAC, le potentiel antioxydant des catéchines du thé
vert suit ’ordre suivant : gallate épigallocatéchine = gallate épicatéchine > ¢épigallocatéchine
> catéchine Mandel S. & Youdim M B.H, 2004.
Les catéchines agissent in vitro comme pieges a radicaux libres, y compris NO-et le 1’ion
superoxyde (Unno T. et coll., 2001). Plusieurs facteurs entrent en jeu dans leur activité comme la
stabilit¢ du radical formé et son évolution pour conduire a une variété de produits

d’oxydation. (Wiseman SA. et coll. , 2000) et (Muir AD., 1996).
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4.2.5 Comparaison de ’activité des différents anthocyanidines

La cyanidine, la delphinidine et la malvidine sont les composés les plus actifs de cette
série. Cependant, la grande instabilité chimique de ces composés (sauf en solution fortement
acide, pH < 2) est susceptible d’interférer notablement dans les tests. (Higdon J.V et Frei B.,
2003).

Pllargonidine TEAC :1,3 Delphinidine TEAC : 4,4

OH

Malvidine TEAC : 4,1

Plonidine TEAC : 2,2

Figure 52 : Effet de la substitution du cycle B sur I’activit¢ antioxydante des

anthocyanidines.

En résumé, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres Suivants :
e La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol).
e La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

e La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3 (Bors W.

et coll., 1990).
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Les flavonoides tels que la quercétine qui répondent a ces trois critéres structuraux, sont des
piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxyles (impliqués dans la peroxydation
lipidique). Enfin, les flavonoides possédant une structure catéchol sur le cycle B, et en

particulier la catéchine, sont des piégeurs du dioxygene singulet. (Berset C., 2006).

(=5

HO )

(O

Q

G

Figure 53 : Les sites essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides.
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5 - Biodisponibilité des polyphénols

Des effets protecteurs vis-a-vis de diverses pathologies ont été attribués aux polyphénols,
possédant des propriétés antioxidantes. Pour étre actifs, cela suppose que les polyphénols
puissent franchir la barriére intestinale pour accéder en tant que molécules biologiquement
actives aux tissus et cellules cibles. Il a ét¢ montré qu’aprés administration de doses
nutritionnelles, les polyphénols circulants sont trés majoritairement des formes conjuguées et
que les formes aglycones ne sont pas ou trés peu représentés, a 1’exception des catéchines,
pour lesquelles les aglycones peuvent représenter une proportion trés importante des forme

circulantes totales (jusqu’a 77% pour 1’épigallocatéchine gallate).

Des études ont montré que les concentrations plasmatiques postprandiales sont faibles,
de I’ordre de 1 uM, et que ces concentrations varient selon la structure. la concentration
plasmatique pour I’acide gallique peut atteindre 4uM. par ailleurs, le maintien d’une
concentration plasmatique plus élevée en polyphénols requiert une ingestion répétée ; en effet,
les concentrations maximales sont le plus souvent atteintes 1 a 2 heures apres ingestion,
excepté pour les polyphénols qui nécessitent d’étre dégrades par la microflore colique avant

d’étre absorbes.
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Des travaux récents montrent que bien que certains polyphénols soient capables
d’emprunter des transporteurs protéiques présents au niveau des anthérocytes, ils sont le plus
souvent excrétés vers la lumieres intestinale, conduisant ainsi a une absorption nette limitée.
L’organisme considéré les polyphénols comme des xénobiotiques, limitant leur absorption au
niveau de Dintestin gréle et/ou en les modifiant de fagon a les rendre plus facilement

¢liminables par les reins et le foie (Amiot. M.J et al, 2009).

4.4 - Action et intérét des polyphénols sur la santé

Les polyphénols sont particuliérement abondants dans les fruits. Leurs teneurs peuvent
atteindre 500 mg / 100 g dans certains fruits comme la pomme, le raisin ou les cerises. Le
champion toutes catégories est le kaki avec des teneurs de 1 g / 100 g. Les légumes
contiennent de plus faibles quantités de polyphénols, de I’ordre de 25 a 100 mg /100g.

Les recherches sur les effets santé des polyphénols ont cependant débuté beaucoup
plus tardivement que pour les autres antioxydants (Scalbert A, et Williamson G , 2000). Ceci est
largement expliqué par la trés grande diversité de leurs structures chimiques. Plusieurs
centaines de molécules ont été identifiées dans les aliments répartis en plusieurs classes : on
peut citer parmi les plus importantes les anthocyanes responsables de la couleur des fruits
rouges (cerise, cassis, fraise, etc.), les tanins responsables de I’astringence de divers fruits
(pellicule et pépins du raisin, chair du kaki, etc.), les flavanones responsables de 1I’amertume
du pamplemousse et également abondants dans 1’orange. Pour les légumes, on peut citer
I’oignon riche en flavonols (quercétine) (Mila, I, 1996).

De nombreuses ¢études épidémiologiques ont montré [’effet protecteur d’une
alimentation riche en fruits et légumes vis-a-vis de différentes maladies dégénératives
(Pascale S, 2006) comme les cancers ou les maladies neurodégénératives, mais aussi pour
prévenir les maladies cardiovasculaires, I’obésité ou le diabéte (Tomas-Barberan F. A, Gil
M. 1, 2008).

Plusieurs méta-analyses de plusieurs ¢études épidémiologiques suggerent une
contribution des polyphénols aux effets bénéfiques des fruits et 1égumes (Amiot. M.J et al,
2009). Ces composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants
tissulaires (lipides et autres macromolécules) contre le stress oxydant et préviendraient ainsi
les diverses maladies chroniques associées (cancers, maladie cardiovasculaire et

neurodégénératives) (Augustin. S, 2003).
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Figure 54 : Site d’action des nutriments antioxydants (en rouge)et des enzymes anti
oxydantes (en noir) (Justine.O, 2005)

Les fruits et légumes contribuent largement a 1’équilibre hydrique, vitaminique et
minéral de I’alimentation. La richesse en fibre en fait un aliment de choix pour Ia
régularisation des processus digestifs et métaboliques. Grace a leur apport minéral, ils
exercent une action alcalinisante sur le milieu interne, équilibrant 1’effet trop acide de
I’alimentation actuel.

En général, les fruits contiennent moins de minéraux que les légumes, mais ils
apportent plus de vitamines C. leurs compositions peut etre trés différentes, puisqu’ils peuvent
provenir de toutes les parties de la plantes : bourgeons, bulbe, racine (Knekt. P, Ritzj,
Pereira. MA, 2004).

Des études épidémiologiques (Pierre.B et al, 2000) mettent clairement en évidence le role
primordial des fruits et des légumes dans la préservation de nombreuses pathologies
chroniques : cancer et maladies cardiovasculaires. les mécanismes invoqués pour expliquer le
bénéfice santé des fruits et des légumes mettent en jeu des propriétés tres différentes :

e propriétés antioxydantes (vitamines, polyphénols)

e action sur la flore bactérienne intestinale (fibres)

e régulation des enzymes de détoxification (antioxydants)

¢ inhibition de la formation de composés carcinogeénes (fibres)

o cffets spécifiques de natures immunitaire (composé€s phenoliques)

e action mécanique sur le tractus digestif (fibres).
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De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention des
maladies cardio-vasculaires (Augustin. S, 2003) en contribuant a 1’élimination du cholestérol
dans la circulation sanguine et en inhibant I’oxydation des lipoprotéines de faible densité
(Patterson. C.A, 2008) et en limitant chez I’Homme le risque d’athérosclérose par leur
action anti-inflammatoire en diminuant la production des cytokines inflammatoires
impliquées dans 1’adhésion cellulaire (Sagols. E et Prymenko. N, 2010).

Les polyphénols agiraient aussi en inhibant 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénomene de thrombose qui peut conduire a 1’occlusion de 1’artére (Jean-Paul. C et Jean-

Paul. R, 2000 ; Augustin. S, 2003).

Des études réalisées in vitro et in vivo suggérent que les polyphénols sont actifs contre
de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie, etc.) a tous
les stades de la cancérogeneése (initiation, promotion et progression). Ils inhibent la croissance
de lignées cellulaires cancéreuses, en interférant avec les mécanismes de transduction des
signaux mitogenes. De nombreuses enquétes épidémiologiques attribuent, un effet préventif
trés important a la consommation de fruits et légumes, riches en ces composés pour divers

cancers (Jean-Paul. C, Jean-Paul. R, 2000 ; Augustin. S, 2003).

Tableau 9 : Activités biologiques des polyphénols

Polyphénols

activités Références
flavonoides Antioxydants (Pascale 5 20046)
Anti-inflammatoire {Jaganath. I. B et Crozier. A,
2008)
Anticancérsux (Harborne. JB et Williams.
C.A, 2000)
Antimicrobiennes {Graver. R.J, et Harborne. J.B,
1984)
Eypetenzeurs et diuvrétique:  (Bruneton. J, 1993)
anthocyane s Antioxydants (Pascale. 5 2006)
Anti-inflammatoire (Amiot. M.J et al, 2009},
antibacisnenne (Pascale. 5, 2006; Patterson.
C.A, 2008).
antivirale (Pattersomn. C.A, 2008).
vasoprotecirices et {Pascale. 5 2006).
inhibitrices de I"agrégation
plaquettaire
Acides phénoliques Antibactériens (Didry. N et al, 1982)
(cinnamique Antifongiques (Ravn. H et al, 1984)
et ben=nique) antioxydants {Hayase. F et kato. M, 1984)
Taninz galliques =t Antioxydants, (Amiot. M.J et al 2009),
catschiques Anti-obisite
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Un dénominateur commun dans la pathogenese de la plupart des maladies inflammatoires
chroniques est I’implication du stress oxydatif, lié a la production de ERO (Gasparrini,
2017). Plusieurs études in vitro et in vivo ont rapporté les effets d’extraits de fraise sur la
suppression du stress oxydatif et du processus inflammatoire. Les polyphénols contenus dans
les fraises seraient responsables de ces propriétés bénéfiques (Battino, 2020).

Des études épidémiologiques et cliniques démontrent que sa consommation aigué
améliorerait la réponse glycémique postprandiale. Dans le méme temps, un apport prolongé
améliorerait le profil lipidique plasmatique, favorisant la santé cardiovasculaire, en particulier
chez les personnes présentant un risque accru de syndrome métabolique (Forbes-Hernandez,
2016).

Pour expliquer leurs effets bénéfiques, une grande attention a été accordée par le passé
aux propriétés antioxydantes des polyphénols de la fraise. Cependant, des recherches récentes
ont montré que leurs activités biologiques et fonctionnelles sont liées non seulement a la
capacité antioxydante mais également a la modulation de nombreuses voies cellulaires
impliquées dans le métabolisme, la survie, la prolifération et les défenses antioxydantes

(Nowicka. A et al, 2019)

4.5 - Applications pratiques des polyphénols

Les polyphénols constituent aujourd’hui un vaste sujet de recherches et intéressent non
seulement le chimiste, mais aussi les industries agroalimentaires par leurs implications, en
particulier sur la flaveur des aliments. Leur incidence sur la conservation des produits retient
¢galement D’attention dans le secteur alimentaire, mais aussi dans celui des cosmétiques
(contre le vieillissement cellulaire) et de la pharmacologie. Les propriétés antioxydantes ou
anti-inflammatoires des polyphénols suscitent également beaucoup d’intérét dans le domaine
médical par leur caractére préventif a I’égard de diverses pathologies, comme les maladies

cardiovasculaires ou dégénératives (Sarni-Manchado. P et Cheynier. V, 2006).

4.5.1 - Applications des polyphénols en agro-alimentaires

En agroalimentaire, Les polyphénols sont partiellement responsables des qualités
sensorielles et alimentaires des aliments végétaux (Bessas. A, 2008). IIs occupent une place
importante dans 1’évaluation sensorielle de 1’huile extra-vierge. Ils contribuent aux propriétés

organoleptiques de I’huile d’olive essentiellement décrites par 1’astringence, ’acreté et
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I’amertume. De plus, ces polyphénols augmentent la résistance a 1’autooxydation de 1’huile et
agissent en tant que protecteurs de sa qualité (Denise. N, 2006).

Toutefois, certains antioxydants naturels diminuent d’efficacité lors des processus
technologiques (stockage ou chauffage), ce qui nécessite 1’addition d’antioxydants exogeénes
synthétiques afin de retarder 1’oxydation lipidique. Parmi les antioxydants chimiques effectifs
en industrie alimentaire, la gamme des antioxydants phénoliques est la plus utilisée tels que :
le buthylhydroxyanisol (BHA), buthylhydroxytoluéne (BHT), le tertio-buthylhydroquinone
(TBHQ) selon une incorporation directe dans les huiles ou indirecte a travers 1’emballage.
Selon le code des régulations fédérales 1998, ils sont autorisés a des concentrations
maximales de 200 ppm. Le TBHQ est un antioxydant tres commercialisé actuellement de
cinq a sept fois plus puissant que BHA et BHT, ainsi qu’il prolonge la durée d’utilisation du
produit (Denise. N, 2006).

La fabrication du cuir par tannage des peaux des animaux est une activité humaine
traditionnelle, déja mise en ceuvre il y a plusieurs millénaires dans le bassin méditerranéen.

Elle a utilise pendant longtemps des extraits végétaux riches en tannins (Bessas. A, 2008).

4.5.2 - Applications des polyphénols en pharmacie

Les anthocyanes entrent dans de nombreuses préparations pharmaceutiques.
Essentiellement sous formes de sels de flavylium, les plus utilisées sont les anthocyanines de
myrtille, mais aussi de raisin et de cassis. De tels extraits sont commercialisés contre
différentes troubles : douleurs rhumatismales et articulaire, ulcéres d’estomac et duodénal,
inflammations de la bouche (Pascale. S, 2006 ; Patterson. C.A, 2008).
Des extraits de myrtille sont commercialisés sous forme de préparations phytothérapeutiques

pour le traitement de I’insuffisance veineuse et de la fragilité capillaire (Pascale. S, 2006).

4.5.3 - Applications des polyphénols en industrie Chimique

Les polyphénols, et notamment les tannins du marc de raisin, peuvent servir a
I’¢laboration d’adhésifs « verts » pour le collage de panneaux de particules. A I’heure
actuelle, la majorité des colles utilisées dans ce domaine sont a base de formaldéhyde produit
a partir de ressources fossiles. Or, les réglementations concernant les émissions de
formaldéhyde sont de plus en plus strictes et le remplacement des résines a base de dérivés

pétroliers par des produits bio-sourcés devient nécessaire d’un point de vue environnemental
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(Pizzi A., 2006). 11 a été précédemment démontré que les tannins condensés étaient a la fois
chimiquement et économiquement intéressants pour la préparation d'adhésifs et de résines
destinés a la production de panneaux de particules et qu'ils pouvaient tre utilisés avec succes
en tant que substituts de phénol dans la production des résines phénol-formaldéhyde (Pichelin
F. et al., 2006; Pizzi A. et al., 2003; Tondi G. et al., 2009). A titre d’exemple, le VITITAN®
est un extrait de marcs distillés, disponible commercialement, contenant un mélange
complexe de polysaccharides et de tannins condensés. Plusieurs applications industrielles sont
possibles : colle renouvelable, structurant de panneaux de particules et de fibres pour isolants
contreplaqués, en complément de colles synthétiques, ou en antioxydant dans les matériaux.
Le tableau I-6 résume les applications potentielles des différents composés phénoliques issus
du raisin et dérivés de raisin et présente quelques entreprises susceptibles de commercialiser
des extraits et/ou produits finis enrichis en composés phénoliques issus du raisin et/ou dérivés
tels que les marcs.

Tableau 10 : Applications potentielles des extraits phénoliques issus du marc de raisin.

Application Type de composés Source Effets
phenoligues
OE nologie Tannins condensés Pellicule, Pépin Angmentation de
de haut degre de - la sfruc ure
polymeérisation tanmnique.
- la  persistance
gustafive

- 1a sensation de gras
et de rondeur

-Diminutionde
Iastringence
Nutraceutique Tous  types  de Pellicule, Pepmn, | Antioxydants
& Compléments | composss MBre de ratsin Prévention des
alimentair es phéncliques maladies
Resveratrol cardiovasculaires
Alimentation Anthocyanes Pellicule Colorants
alimentaires naturels
Cosmeétique Tannine condenzez Pellicule, Pepin, | Antindes,
Resveratrol Faffles Antitaches
Viniférine Protec tion selaire
Chimie verte Tannins condenzés MEre de raizin Colles vertas
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Il ressort que D’aspect qualitatif, et notamment la composition en composés
phénoliques des extraits, est un facteur-clé qui détermine I’application potentielle des
extraits. Ainsi, des extraits riches en stilbénes seront principalement utilisés pour la
formulation de compléments alimentaires ou de crémes cosmétiques, tandis que des extraits
riches en tannins condensés auront un intérét particulier en oenologie ou pour la production de
colles vertes, dépendamment de leur degré de polymérisation et de leurs sous-unités

constitutives.

4.6 - Bilan et perspectives des recherches effectuées sur les polyphénols :

Les orientations récentes des recherches sur les polyphénols visent d'une part a mieux
comprendre les mécanismes d'action au niveau moléculaire et cellulaire. Les résultats des
¢tudes portant sur les marqueurs du stress oxydant sont trés contradictoires et ne progresseront
qu'a la lumiere des progres réalisés dans la validation de ces marqueurs. L'utilisation de
nouveaux outils de la génomique et de la protéomique devrait permettre l'identification de
certaines cibles d'importance. Trop peu d'études cliniques ont encore été publiées mais elles
suggerent un role protecteur vis a vis des maladies cardiovasculaires.

Les recherches épidémiologiques visant a préciser les associations entre les niveaux de
consommation des divers polyphénols et le risque de développer les pathologies permettront
de préciser la nature des polyphénols et les niveaux d'apports les plus favorables a la
prévention des diverses pathologies. Ces études épidémiologiques en sont encore a leurs
balbutiements. Les progres sont rendus difficiles par l'insuffisance des tables de compositions
alimentaires pour les polyphénols. Une premiére table partielle vient d'étre publiée aux Etats-
Unis. Une autre table plus compléte est en cours d'élaboration en France. Le développement
de tels outils contribuera a préciser les associations entre consommation de polyphénols et
santé, une des clés nécessaires pour 1'établissement de recommandations nutritionnelles.

Dans 1'état des connaissances actuelles, il est illusoire de recommander une
augmentation des niveaux d'apports en polyphénols. Un apport excessif en polyphénols a
travers notamment la consommation de suppléments nutritionnels pourrait avoir
éventuellement des conséquences facheuses pour la santé (statut en fer, effets pro-oxydants,
effets goitrogeénes, etc.). Seules les recherches a venir permettront de mieux préciser les

niveaux d'apport les plus favorables au maintien de la santé (Scalbert. A, 2004).
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5 - Conclusion

Les polyphénols sont présents dans de nombreux aliments et boissons d’origine
végétale. Les études épidémiologiques et d’intervention sont encore trop peu nombreuses
pour conclure sur les effets de ces substances. Tout comme d’autre antioxydants il est
déconseillé de prendre des suppléments nutritionnels riches en polyphénols pour leurs
possible effets déléteres a haute dose. La consommation d’aliments de diverses origines
végétales ne peut étre qu’encouragée, car elle permet d’apporter une diversité de substances
phénoliques qui pourraient contribuer au role bénéfique sue la santé (Amiot. M.J et al, 2009).
Des études complémentaires sont donc nécessaires pour mieux définir la fronti¢re entre effets
pro-oxydants et effets antioxydants. Quoi qu'il en soit, les nombreux effets positifs sur la santé
attribués aux composés phénoliques ne mettent pas uniquement en jeu les propriétés
antioxydantes mais aussi des propriétés plus spécifiques impliquant leur interaction avec

diverses protéines au sein de la cellule.
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Chapitre 111

Procédés d’extraction des antioxydants naturels
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1- Introduction

L’extraction des antioxydants naturels des fruits et légumes est certainement la phase
la plus délicate. Elle a pour but de séparer les produits les plus subtils et les plus fragiles
¢laborées par le végétal. Il existe plusieurs procédés d'extraction utilisés de maniére
conventionnelle depuis de nombreuses années dans I’industrie chimique, pharmaceutique ou
méme agroalimentaire ; mais le choix de la méthode utilisée définit obligatoirement la nature
des extraits ainsi que leurs éventuelles utilisations et permis une meilleure exploitation de ces
antioxydants naturels.

Les méthodes d’extraction conventionnelles par solvant peuvent causer la dégradation des
antioxydants naturels a cause des températures élevées et de la longue durée d’extraction.
Afin de pallier a ces problémes, de nouvelles techniques ont émergé (extraction par micro-
ondes, extraction par ultrasons, extraction par détente flash, extraction par détente instantanée
controlée, extraction par fluide supercritique ou par eau sous critique... etc) pour intensifier
'opération d'extraction et améliorer le rendement d’extraction (Chemat et al., 2009 ; Rawson
etal, 2011).

Dans ce chapitre seront présentées les caractéristiques des différentes méthodes d’extraction

des antioxydants naturels contenus dans les matrices végétales.

2— Extraction conventionnelle

L'extraction conventionnelle par solvant est la méthode la plus utilisée pour l'extraction des
antioxydants naturels. De nombreux paramétres d’extraction doivent étre pris en compte pour
I'optimisation de cette méthode: le type et la concentration du solvant organique, la
température, le temps d'extraction et le nombre de cycles d'extraction (Yim et al., 2014).
L’extraction solide/liquide de molécules végétales est une étape clé des procédés de raffinerie
des agro-ressources (huilerie, parfumerie, cosmétique, agroalimentaire, nutraceutique, etc.).
L’extraction solide/liquide permet de séparer les composés extractibles solubles (soluté) d’une
matrice solide, formée par les tissus végétaux, a I’aide d’une phase liquide (solvant) et permet
de générer un extrait liquide (solvant + soluté).

L'extraction dépend du type d’antioxydants en question et de la procédure d’extraction a
utiliser (Li B. B.,2006). La premicre ¢étape consiste a broyer et macérer I'échantillon pour
augmenter la surface, permettant un meilleur contact du solvant d'extraction avec I'échantillon
(Waterman et Mole 1994). Cela aide également a mélanger I'échantillon pour garantir que le

la portion extraite est représentative de I'ensemble de I'échantillon.
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Trois grands processus élémentaires régissent 1’extraction solide/liquide (figure 55) :

e Ja diffusion du solvant dans le solide,
e la dissolution du soluté et son transfert par diffusion a la surface du solide,

e la diffusion des solutés solvatés a travers le solide.

1) Diffusion du 3) Diffusion du soluté
a l'extérieurde la
matrice végétale

solvant au sein de
la cellule végétale

Solvant

Surface : 'A‘P
poreuse Surface
poreuse
A 1
AT D AR
| U )
, n |
Molécules
de solvant
R '
ﬂ A =
2) Solubilisation, n =
libération et A Molécules
transfert du soluté de soluté

Figure 55 : Schéma des trois étapes ¢lémentaires de la diffusion solide/liquide dans

une matrice végétale (Chemat, 2011).

La diffusion s’arréte, quand le systéme atteint 1’équilibre, c’est-a-dire quand la
concentration a I’intérieur des cellules est égale a la concentration a I’extérieur des cellules.
Ainsi, plus le ratio liquide-solide est ¢élevé, meilleure sera I’extraction des antioxydants
naturels (Buci¢-Koji¢ A. et al., 2007).

L’extraction de certains composés d’une matrice végétale s’effectue selon diverses
techniques. Ces techniques d’extraction se résument en extraction au soxhlet, la macération et
I’hydrodistillation ...etc (Herodez. S. S. et al, 2003).

Les parametres de base qui influent sur la qualité de I’extraction sont :

e la nature du solvant
e la procédure d’extraction

e la méthode d’extraction (Gullberg.J, et al, 2004)
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2.1- Influence des parametres opératoires sur ’extraction

Plusieurs parameétres sont alors susceptibles d’influencer les processus €lémentaires qui
régissent la diffusion solide/liquide (tableau 1). Parmi ces parametres opératoires, on peut
noter que la composition du solvant et la température d’extraction conditionnent

particulicrement 1’efficacité de la diffusion. L impact de ces parameétres sur ’extraction est

spécifique a chaque matrice végétale et a la nature des composés phénoliques a extraire.

(Guerrero M.S. et al., 2008).

Tableau 11 : Processus élémentaires de 1’extraction solide/liquide par un solvant dans un

solide végétal (Chemat F., 2011).

Processus Phénommnes Facteurs Parameétres E ffet
2 aire impligués :lfhun;mt ces
acteurs
Diffusion du | Tramsport du | Affinite WNatore duv solvant, | Gonflement.
solv ant solhvant dams la | solvant'phuss Températors, Remplissags,
solida solida Pratraiternent da | Plastification
Viscosité ) la matiére solide
Rapport de taille | (augmentation des
molécules'pores surfaces
L d’echanges)
Compmusion-
détenta
Percolation forcée
Libération du | Rupure des | Nature des | Naure du | Moléculas libres
soluté liaisons . s dans lamatiére
chimiques, liaisons solvant,
Dissoluton solutd solade Température,
Diffusion il ﬂi}ﬂmg&m '[.'I'I
aven d'une covalents, ate.),
membrans Affinité
solhvant'sduté
Diffusion du | Tramsport do | Porostte de la | Taik &2 | Epoisement de la
soluté soluts solvaté | matrice, Intégrité | partcoles, matidrs
dans la solide des membmnes, | Destructumtion du
Trans fert du | Viscosité e
ature o solvant
soluts en Temperaturs
- Dilstion, Agitation,
periphéns du
) Compmession-
solide wvem le . )
datente Percolation
solvant

forcas
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2.1.1 — Nature du solvant d’extraction

Le choix d'un solvant ou d’un mélange de solvants est primordial lorsqu’il s’agit d’une
extraction des composés a partir d’une matrices végétales. Il est fondé sur plusieurs
parametres physicochimiques : La polarité, la solubilité des constituants cibles, I’innocuité, la
facilité¢ d’¢élimination et la pureté du solvant (Handa. SS et al, 2008).

Le solvant d’extraction doit étre sélectif, posséde une grande capacité¢ de dissolution,
une température d’ébullition peu élevée et une faible viscosité. A ce stade du procédé
d’extraction, le choix du solvant déterminera le profil phytochimique de [’extrait,
dépendamment de la polarité de chaque molécule. atmosphérique (Lattanzio V. et al., 2006).
On classe en général les solvants en fonction de leur polarité et leur capacité a extraire
certaines molécules. L’extraction d’une molécule se fera toujours par solvant de méme
polarité¢. Les solvants polaires tels que I’eau, 1’acétate d’éthyle, le méthanol, 1’éthanol ou
I’acétone permettrons d’isolement de molécules polaires : terpénoides phenols, lactones,
alcaloides, protéines, acide amines, gommes, mucilage. Les solvants apolaires comme
I’hexane, le toluéne, le chlorure de methylene, le chloroforme vont extraire les carbures,
lipides, sterols, huiles essentielles, cires, résine, et chlorophylle (Pinelo M. et al., 2005a
2005 ; Pinelo M. et al., 2005b). (Lapornik B. ef al., 2005). Le tableau 2 donne un apercu des
solvants utilisés pour I’extraction des composés phénoliques a partir de co-produits viticoles.

Tableau 12 : Solvants d’extraction appropri€s en fonction du type de polyphénols a extraire.

Composes phenoliques Solvanty Refrences

Acides phénoligues Eau/Acétone AEthanol (Brazinha C_et al, 2014a; Mané C.
Eau, Esu Ethanol etal, 2007)

Tamim Eau Acétats d'sthvle (Pekic B. eral, 1998 Spigmo G. #r
EauEthanol al., 2007)

Monomeres et dimeres de Eau/Acetate Sethyl, Acstone, (Javapralasha G. er al, 2001;

flavan-3-ols Méthanol Kallihraka S. eral, 1995

Anthocvanes Esu, EsuEthanol, EauMBthanol  (Laporndk B. eral , 2005)

Stibénes Métharol MBthamol acidifis, (Brazinha C.eral, 20143 Sun B.
EauEthanol et al., 2006)

Flavonols EauEthanol (Maris DP. er al, 2007; Spizno

G.eral,2007)
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Plusieurs auteurs ont étudié I'effet de la nature du solvant sur le contenu phénolique
des écorces d'agrumes. Le tableau 3 résume les publications les plus récentes relatives a
l'extraction conventionnelle par solvant des composés phénoliques des écorces d’agrumes.
Zia-ur-Rehman (2006) a montré que le rendement le plus élevé a été obtenu en utilisant le
méthanol (19,87%), suivi par de l'acétone (15%), de I'éther de diéthyle (12,75%) et de
1'éthanol (11,00%). Ce résultat a été confirmé par Goulas et al. (2012) qui ont testé I'efficacité
d'extraction de trois solvants (méthanol, éthanol, acétate d'é¢thyle) a partir de la pulpe de «

Mandora ».

Tableau 13 : Extraction conventionnelle par solvant des composés phénoliques

des écorces d’agrumes

. . Sul'r_l.nu
Matrice Composes (ratio: m'v: g'mb TEQ  Temps Ri§ .
Citrus Phinok \E thanol (10:100) TA 24k Zi-u-Rehman
Acétore (10:100) TA 24h eta, 2006
Etter (10:100) TA 24h
Ethanol (10:100) TA
Phinok Ethanol (2:16) 80 3h Listal, 0@
Hasspiridine, Méthanol (10:300) - 200 Humngetal 2010
Nariutine  Eau chauda (5:100) 100 30min Auetal 2008
Mandarine Acétone (50 mlg) 40 2t Tumbaset 2l 2010
Hespéridine  Ewu chauds (2:200) 20 3h Cheighetal, 2012
Niutine Ethanol (2:200) 70 3h
ME thanol ( 2:200) 65 3h

Les parametres d’extraction conventionnelle par solvant utilisés dans la littérature sont
différents (rapport masse/volume, le temps et la température d’extraction et le nombre
d’extraction). Par conséquent, il est difficile de déterminer le solvant permettant 1’obtention
du rendement le plus élevé en antioxydants naturels.

La plupart des auteurs ont constaté que le méthanol donne le rendement le plus élevé.

Cependant, dans des applications industrielles, le méthanol n’est pas utilisé¢ du fait de
sa toxicité. Il est souvent remplacé par d'autres solvants organiques non toxiques et ayant des
rendements d’extraction satisfaisants, tels que 1'éthanol, le n-butanol, 1'isopropanol ou I'éther
de pétrole (Bartnick, 2006). En raison de son efficacité et de sa sureté, 1'éthanol est le solvant
le plus recommandé¢ pour I'extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes pour
des applications alimentaires et cosmétiques (Brazinha C. et al., 2014; Tephly T.R., 1991;
Yilmaz Y. et al., 2006).
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2.1.2— Concentration du solvant

L'eau est généralement ajoutée au solvant d'extraction tel que 1'éthanol ou le méthanol
afin d'améliorer l'extraction des composés phénoliques polaires a partir des écorces
d'agrumes.Une étude sur les valeurs théoriques de 1'hydrophobicité (Log P) des composés
phénoliques, ainsi que ceux de certains solvants organiques a montré que le méthanol et
I'éthanol mélangés avec de I'eau, sont les solvants les plus appropriés pour l'extraction des
composés phénoliques des écorces d'agrumes. Selon Li et al. (2006) 85% d'éthanol est la
concentration optimale pour l'extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes.
Les auteurs ont montré que la teneur en phénols totaux augmente avec I'augmentation de la
concentration d’éthanol jusqu'a 85%, puis elle diminue. Ce résultat a été confirmé par
Tumbas et al. (2010) et Cheigh et al. (2012). Khan et al. (2010) ont conclu que la
concentration optimale en éthanol pour l'extraction des flavanones des écorces d'orange est de

80%.

2.1.3 — L’acidification du solvant d’extraction

L’acidification du solvant d’extraction par de 1’acide citrique, acétique ou encore
chlorhydrique, permet, d’autre part, d’améliorer la stabilit¢ des composés phénoliques, et en
particulier celle des anthocyanes (Escribano-Bailon M.T. ef al., 2003). A pH acide (pH = 2),
la solubilisation des polyphénols et leur diffusion a travers la matrice végétale sont facilitées

(Chirinos R. et al., 2007).

2.1.4 — Température et temps de l'extraction
La température est un accélérateur d'extraction son augmentation facilite I’extraction

du fait de la perméabilisation des parois cellulaires (dénaturation des protéines
membranaires), de 1’augmentation de la solubilit¢ des solutés, de 1’amélioration des
coefficients de diffusion et de la diminution de la viscosité des solvants d’extraction.
Toutefois, en raison de la sensibilité des composés phénoliques a la chaleur, une température
trop ¢élevée peut conduire a leur décomposition et leur dégradation (Wang et Weller, 2006;
Routray et Orsat, 2012 ; Lafka T.L. et al., 2007). La température d’extraction doit rester
modérée, de I’ordre de 50-60°C et/ou le couple temps/température d’extraction doit étre
choisi de maniére a limiter la dégradation des composés phénoliques.

Les combinaisons temps-température utilisées par différents auteurs pour 'extraction
des composés phénoliques des écorces d'agrumes sont résumées dans le tableau 11. Ces deux

parametres sont inversement proportionnels : pour une courte durée d’extraction, des
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températures ¢levées sont utilisées, et vice versa. (Cacace J. et al., 2003; Spigno G. et al.,
2007)

Par exemple, Xu et al. (2007) ont effectu¢ des extractions des composés phénoliques des
écorces d'agrumes a 100°C pendant 30 min, tandis que Ziu-ur-Rehman et al. (2006) ont
utilis¢ un temps d'extraction de 12h a température ambiante. Le défi est de trouver la

combinaison optimale de ces deux parametres.

2.1.5 — Nombre de cycles d'extraction

Le rendement d'extraction est limité par 1’atteinte de 1'équilibre, qui correspond a
1'épuisement des composés phénoliques dans la matiére végétale. En général, il est nécessaire
de renouveler le solvant en utilisant le méme volume afin de déterminer le rapport optimal
(m/v). L'extraction répétée améliore le rendement d'extraction et réduit la durée du chauffage
(Routray et Orsat, 2012). Une seule extraction (3h, rapport: m/v: 02:16, 80°C) (Li et al.,
2006a) ou une double extraction (rapport: m/v: 01:10, a température ambiante, pendant une

nuit (Ziu-ur-Rehman et al., 2006) sont souvent utilisées.

2.1.6 — L’agitation mécanique

L’agitation mécanique du milieu améliore les phénomeénes de transfert de matieres en
favorisant I’homogénéisation de la suspension lors de 1’extraction, limitant ainsi la résistance
au transfert de solutés au niveau de l‘interface liquide / solide (couche limite) (Leybros J. et

al., 1990).

2.2— procédures d’extractions

Le choix de la procédure d’extraction est basé sur les caractéristiques physicochimiques

des composés a extraire. Deux procédures d’extraction sont généralement utilisées :

e Extraction par mise en contact avec un solvant : les échantillons végétaux broyés sont
mis en contact avec le solvant dans un mélangeur, puis l'extrait est filtré. Le filtrat peut
étre séché sous pression réduite, puis redissout dans le solvant (Handa. SS et al,
2008).

e [Extraction successive avec des solvants de polarité croissante : d'un solvant apolaire a
un solvant polaire afin d’assurer une extraction optimale des composés de polarités

différentes (Jones WP, Kinghorn AD ; 2005).
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2.3 — Méthodes d’extraction
2.3.1- Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est la plus simple des méthodes de séparation. Elle
consiste a faire passer des métabolites (solutés) dissous dans une phase liquide, dans une
seconde phase liquide non miscible avec la premiere (Peyron L., 1992)
2.3.2— Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase
qui contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans

un solvant (Bonnaillie.C , 2012).

3 — Méthodes d’extractions des composés bioactifs a partir des matrices végétales

Le choix de la méthode d’extraction est basé sur des données préalables sur les
caractéristiques physicochimiques des métabolites a extraire. On distingue de nombreuses
méthodes d’extraction (solide-liquide) des composés phytochimiques : des méthodes

conventionnelles et des méthodes nouvelles (Gertenbach D.D., 2001).

3.1- Méthodes conventionnelles dites classiques

L'extraction est la séparation des parties actives de tissus végétaux des composants
inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement I’eau, les huiles végétales
ou les graisses animales.

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants de molécules actives a partir
des matrices végétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a
l'agitation. Les techniques classiques existantes permettant d‘extraire ces principes actifs
incluent : I’infusion, la digestion, la décoction, la percolation, extraction hydro-alcoolique par
fermentation, entrainement a la vapeur d’eau, extraction a chaud en continu (Soxhlet),
chauffage sous reflux 1‘hydro-distillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une

graisse chaude (Moller.K, 2008).

Les produits ainsi obtenus sont relativement Impures sous forme de liquides, semi-
solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations
connues comme les tisanes et les huiles médicinales (Handa. SS et al, 2008).

Il existe différentes méthodes d’extractions, parmi celles-ci on peut citer :
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3.1.1- Extractions par hydrodistillation et ses variantes

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I’extraction d’une
huile essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité. Le principe de I’hydrodistillation
correspond a une distillation hétérogeéne. Le procédé consiste a immerger la matiére premiére
végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression

atmosphérique (Figure 2). (Crouzet J. , 1998).

il e ¥ e

Figure 56 : Schéma du montage de 1’hydrodistillation

La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans
les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange

azéotropique.

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage (cohobage ) de la phase aqueuse
obtenue lors de la décantation. La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier,
pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matieére végétale a traiter.

Afin de traiter des matieres premicres pour lesquelles il est difficile d’extraire 1’huile
essentielle ou pour les essences difficilement entrainables, 1’hydrodistillation a pression
réduite représente une bonne alternative. Cette technique est en outre utilisée pour le santal, le
girofle ou les rhizomes de vétyver, de gingembre et d’iris.

La turbodistillation est un procédé d’hydrodistillation accélérée en discontinue. Cette

technique est prédestinée aux maticres premicres végétales difficiles a traiter (les racines, les
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ligneux ou les graines, exemple : badiane de Chine ou les graines de céleri). Elle représente
une alternative a des hydrodistillations de longue durée. Le réacteur contenant la matiére
végétale est équipé d’une turbine qui permet d’une part, la dilacération des maticres végétales,
d’autre part, une agitation turbulente, d’ou un meilleur coefficient de transfert thermique et

une augmentation de la surface de vaporisation (Azmir et al., 2013).

3.1.2 — Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I’une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles (Figure 3).
Cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la maticre végétale a traiter. De la vapeur
d’eau fournie par une chaudiére traverse le libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous
I’action de la chaleur pour former un mélange (eau+huile essentielle). Le mélange est ensuite
véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une

phase organique.

L’absence de contact direct entre 1’eau et la matiere végétale, puis entre 1’eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de ’huile (Moulin J.-P et al, 2002).

Figure 57 : Schéma du montage de I’entrainement a la vapeur d’eau
(Benjilali B.2004)
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3.1.3 — Extraction par expression a froid
Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une tres grande
importance dans I’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits
fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi,
spécifiquement pour cette catégorie de matiére premicre, est utilisé un procédé totalement
différent d’une distillation classique, qui est I’expression a froid. Il s’agit du procédé
d’extraction le plus simple et le plus limité. Les plantes sont pressées a froid (notamment les
agrumes : citron, orange, etc.) de I’écorce ou des fruits (Dugo G. et Di Giacomo A., 2002).
Cette technique consiste a briser mécaniquement les poches oléiferes de zestes frais
d’agrumes pour libérer leur contenu aromatique. La rupture de la paroi des poches oléiferes
fait intervenir trois procédés :
e Une technique qui agit sur le fruit entier, elle utilise des machines exercant une action
abrasive.
e Une technique qui agit sur le fruit sans endocarpe. Elle utilise des machines exercant
une pression suffisante pour libérer I’essence.
e Un troisiéme procédé permet d’extraire en une seule opération I’essence et le jus sans

mélanger les deux produits.

3.1.4 — Macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
solubilité¢ de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une
série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de
I’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction (Azmir et al., 2013).

La macération commence avec le choix d’un solvant d’extraction adéquat. Aprés une
¢tape de diffusion du solvant a I’intérieur des cellules végétales le processus continue avec la
solubilisation de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant
environnant jusqu’a ce que I’équilibre de partage de concentration soit atteint. Le mélange est
alors tendu, le marc (la matiere solide humide) est pressé, et les liquides combinés sont
clarifiées par filtration ou décantation aprés repos. Cette méthode a plusieurs avantages :
utilisation de mélange de solvants, controle de la température d’extraction et maintien des
molécules thermosensibles. La macération nécessite des étapes de filtration et d’évaporation

qui sont plus ou moins longues (Handa. SS, 2008).
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3.1.5 — Infusion
L’infusion est préparée par macération de la matrice végétale pour une courte période
de temps avec de I'eau bouillante. Ce sont des solutions diluées des constituants facilement

solubles de médicaments bruts (Handa, 2008).

3.1.6 — Digestion
C'est une forme de macération dans laquelle la chaleur douce est utilisée pendant le
processus d'extraction. Il est utilisé lorsque modérément la température élevée n'est pas

répréhensible. L'efficacité du solvant est ainsi augmentée (Handa, 2008).

3.1.7- Décoction
Dans ce procédé, la matiere végétale brute est bouilli dans un volume donné d'eau
pour un temps défini; il est ensuite refroidi et filtré ou tendues. Ce procédé est adapté a

l'extraction de constituants, stables a la chaleur non thermo dégradables et solubles dans I'eau

(Handa, 2008).

3.1.8— Percolation

C’est la procédure la plus fréquemment utilisée pour extraire des ingrédients actifs
dans la préparation de teintures et les extraits fluides. Un percolateur (un étroit récipient
ouvert en forme de cone aux deux extrémités) est généralement utilisé. Les ingrédients solides
sont humidifiées avec une quantité appropriée de solvant spécifié et on laisse reposer pendant
environ 4 h dans un récipient, par la suite la masse est emballée et le haut du percolateur est
fermé. Le solvant additionnel est ajouté pour former une couche superficielle au-dessus de la
masse, et le mélange est mis a macérer dans le percolateur fermé pendant 24 h.

La sortie du percolateur est alors ouverte et le liquide contenu est autorisé a couler
lentement. Un solvant supplémentaire est ajoutée au besoin, jusqu'a ce que les mesures
percoler environ les trois quarts du volume requis du produit fini. Le marc est ensuite pressé
et le liquide exprimé est ajouté a la percolation. Une quantité suffisante de solvant est ajoutée
pour produire le volume requis, et le liquide mixte est clarifié par filtration ou par décantation

(Handa, 2008).
3.1.9— Extraction hydro-alcoolique par fermentation

Certaines préparations meédicinales adoptent la technique de fermentation pour

extraire les principes actifs. Le procédé d'extraction consiste a faire tremper la matrice
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végétale, sous la forme soit d'une poudre ou d'une décoction, pour une période de temps
spécifique, au cours de laquelle il est soumis a la fermentation de 1'alcool généré in situ; ce qui
facilite l'extraction des principes actifs contenus dans la matiére végétale. L'alcool ainsi
produit sert également comme un agent de conservation. Dans la fabrication a grande échelle,
des cuves en bois, pots en porcelaine ou récipients métalliques sont utilisés a la place des
vases de terre. Quelques exemples de ces préparations sont karpurasava, kanakasava,
dasmularista. Dans 1'Ayurveda, cette méthode n'est pas encore standardisée mais, avec le
degré extraordinairement ¢élevé de progrés dans la technologie de fermentation, il ne devrait
pas étre difficile a standardiser cette technique d'extraction pour la production d'extraits de

médicaments a base de plantes (Handa, 2008).

3.1.9 — Extraction par solvants organiques

La technique d’extraction par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et la matiére végétale a traiter (figure 4). Grace a des lavages successifs, le solvant va
se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé
a pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concréte ». Cette concrete
pourra étre par la suite brassée avec de 1’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les
cires végétales. Apres une derniére concentration, on obtient une « absolue ». Les rendements
sont généralement plus importants par rapport a la distillation (Luque de Castro et al., 1998).

L’extraction par solvant organique volatil reste trés pratiquée. Les solvants les plus
utilisés a I’heure actuelle sont le méthanol, 1’éthanol, 1’éther de pétrole ou I’hexane,
cyclohexane, 1’¢thanol, [D’acétone, [D’acétate d’éthyle et moins fréquemment le

dichlorométhane.

Distillation-Extraction simultanée

Lickens-Nickerson
Clevenger

Figure 58 : Schéma des différents types de montage pour I’extraction par solvants volatils.
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Dans le cas da la méthode de Clevenger (1928) qui est la procédure de distillation de
référence. Bien que trés efficace est largement acceptée par la communauté scientifique, la
distillation selon Clevenger présente néanmoins plusieurs inconvénients. Les plus significatifs

sont les longues procédures d’extraction requises et les grands volumes d’eau consommés.

3.1.10 — Extraction a chaud en continu par Soxhlet

L’extraction au soxhlet a été développée en 1879 par le chimiste allemand Franz Ritter
Von Soxhlet. Le Soxhlet a été utilisé principalement pour l'extraction des lipides mais au
cours des années il a été utilisé pour extraire des composés bioactifs précieux de diverses
sources naturelles (figure 4).

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté
dans la matiere végétale (Luque de Castro et Priego-Capote, 2010).

Le principe de l'extraction au Soxhlet nécessite que I'échantillon soit placé dans un
porte-cartouche qui est progressivement rempli de solvant. Lorsque le liquide atteint le niveau
de débordement, un siphon aspire le soluté du porte-cartouche et le décharge dans le ballon de
distillation. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit en substances extraites jusqu’a épuisement
de I’¢échantillon en substances d’intérét. il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions
successives pour récupérer une quantité suffisante d’extrait. Cette opération est répétée

jusqu'a ce que l'extraction soit terminée (Grigonis, 2007).
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Figure 59 : Schéma du montage pour 1’extraction par soxhlet
Les avantages de I’extraction au soxhlet peuvent étre arrangés comme suit : contact
rapide entre le solvant et 1’échantillon, meilleur transfert de matiéres et pas d’étape de
filtration apres I’extraction. Cette technique présente plusieurs inconvénients tels que : temps
d’extraction important, consommation importante de solvants, consommation d’énergie
importante, utilisation de hautes températures pendant longues périodes et dégradation des

composés thermolabiles (Wang and Weller, 2006).

3.1.11- Extraction par chauffage a reflux

C’est une méthode d’extraction solide-liquide a chaud. Le reflux permet la réalisation
d'une extraction a une température constante (température de reflux) égale a la température
d'ébullition du solvant. Ainsi le solvant s’évapore et le réfrigérant condense les vapeurs qui
retombent dans le ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé (figure 5). Le chauffage
(augmentant solubilité et transfert de matiere), I’ébullition (agitation) et le reflux permettent
une extraction efficace avec un appareillage relativement simple (Jones WP, Kinghorn AD ,
2005). Le chauffage a reflux est utilis€é pour extraire efficacement des composés

phytochimiques (Gao M, Liu C.Z , 2005 et Plesa C, 2011).
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Figure 60 : Montage d’un systéme de chauffage a reflux.

3.2— Les méthodes alternatives dites nouvelles

L’extraction de molécules issues du matériel végétal ou ligneux par les techniques
conventionnelles se révele étre une étape souvent délicate et trés longue qui nécessite une
consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des dégradations
des matieres traitées (& chaud par exemple) et de diminuer le rendement d’extraction. Une
demande croissante de nouvelles techniques d’extraction permettant de réduire a la fois, le
temps d’opération, la consommation de solvant et la quantit¢ d’effluents. Ces dernicres
années de nombreuses techniques alternatives ayant pour but de pallier a ces problémes se
sont développées. Les techniques modernes telles que 1’extraction assistée par micro-ondes ou
ultrasons, 1’extraction par fluide supercritique et 1’extraction par solvant accélérée sont des
techniques rapides et efficaces pour extraire des composés chimiques des matrices solides de
plantes. Ces techniques peuvent fonctionner a haute température et/ou haute pression
améliorant nettement les rendements et la cinétique d’extraction (Wang. X, et al., 2014).

Dans la catégorie des méthodes nouvelles on peut citer I’extraction a ultrasons, contre-
courant, technique phytonique, micro-onde, accélérée par solvants, fluide supercritique,
solide-liquide @ moyenne pression) (Grigonis. D,2005 et Reighard. T. S, Olesik. S.
V,2006).
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Les contraintes écologiques et I’émergence de la sécurité alimentaire et industrielle,
incitent les professionnels a découvrir de nouvelles applications aux technologies innovantes.
Toutes visent une performance accrue et un meilleur respect de I’environnement (Huie C.,

2002 et Wang L, Weller CL ., 2006).

3.2.1 — Extraction assistée par ultra-sons
3.2.1.1 - Principe et mécanisme de la cavitation ultrasonore

Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui sont capables de se déplacer dans un milieu
¢lastique a une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de I’oreille humaine (16
kHz) (figure 6). Les ultrasons peuvent étre divisés en deux catégories en fonction de leurs
fréquences (Pétrier, C., Gondrexon N., Boldo P. (2008) :

e Ultrasons de diagnostic: Ces ultrasons sont aussi appelés ultrasons de basse intensité
ou de haute fréquence (2 a 10 MHz). Les ultrasons constituent une méthode non
destructive d'évaluation de propriétés physico-chimiques ou mécaniques, de mesures
de concentrations, de mesures de niveaux, etc. Les applications sont nombreuses dans
le domaine médical comme outil de diagnostic et de controle car leur utilisation est
simple et efficace (Suslick K.S., Price G.J. 1999).

e Ultrasons de puissance: Aussi appelés ultrasons de haute intensit¢ ou de basse
fréquence (20 kHz a 100 kHz). Ils sont appliqués a des domaines industriels variés
comme le nettoyage des surfaces, la production d’émulsion, I’accélération de réactions
chimiques en milieu hétérogeéne ou I’extraction d’aromes. Contrairement aux ultrasons
de diagnostic, ces ultrasons sont capables de générer des bulles de cavitation (Mason

T. J. et Lorimer J. P. 2002).

0 10’ 10° 10° 10* 10° 10° 10"  Fréquences (Hz)

| | | | | | .

< s5on audible ———————ultrasons ————— <« radiofréquences

Ultrasons de puissance

- Ultrasons de diagnostic

Figure 61 : Domaines d’utilisation des Ultrasons en fonction de la fréquence
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L’extraction assistée par ultrasons consiste a utiliser des ultrasons a des fréquences
allant de 20 kHz a 2000 kHz, engendrant de trés hautes températures (augmentation solubilité
et diffusivité) et des pressions (amélioration de la pénétration et du transfert de matiére) entre
la matrice végétale et le solvant.

Un inconvénient de la procédure est I'effet délétére de I'énergie ultrasonore (plus de 20
kHz) sur les principes actifs végétaux par la formation de radicaux libres et dégradation des
composés. Son application a grande échelle est limitée en raison des colts plus élevés
(Chemat F. 2011).

L’extraction assistée par ultrasons est cependant une méthode efficace pour extraire
des composés bioactifs des plantes, phytonutriments, huiles essentielles, stéroides,
triterpénoides et lipides (Chemat F. 2009). Le principe de cette procédure est illustré dans la
figure 65.

L'ultrason fait référence aux ondes sonores qui génerent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores
peuvent se propager dans une maticre et elles impliquent des cycles d'expansion et de
compression lors de la propagation dans le milieu. L'expansion peut créer des bulles qui se
forment, se développent et s'effondrent dans un liquide. Prés d'une surface solide,
'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse. Ce

phénomeéne est appelé la cavitation acoustique. (Benamor, 2008).

.'/—Hl\\ Py ! i » .
Pression / \ \ / \ / "\
acoustique , }_-" X ‘\\ \ j_f \
Ondes de
compression
Variation
detaile © O o 0OQO OOOOOOOO%E
des bulles

Temps

Figure 62 : Représentation schématique du phénomene de cavitation acoustique

(Chemat F. et al , 2008 ; Draye et al., 2009).

103



3.2.2— Ultrasons en technologies d’extraction

L’utilisation des ultrasons pour I’extraction sur les matrices végétales ou alimentaires
est un nouvel outil permettant d’augmenter les rendements ou/et d’accélérer les cinétiques
d’extraction. Ces améliorations peuvent étre attribuées a ’amélioration de la diffusion des
substances dissoutes de I’intérieur de la cellule vers le milieu d’extraction. Les premicres
applications ont été liées a la détermination des métaux dans les aliments. Les applications
couvrent aujourd’hui I’extraction de nombreux autres composés comme les aromes, les

antioxydants, les huiles et les colorants (Pena.M. R., 2005).

3.2.2.1- Extraction des huiles essentielles et des aromes

Les aromes sont des mélanges complexes de composés volatiles qui sont généralement
présents en faible concentration dans les plantes aromatiques. Ces concentrations sont
variables en fonction de la plante considérée et de la partie de la plante (fleur, feuille, tige,
racine...). Les techniques conventionnelles d’extraction de molécules aromatiques sont
souvent longues et posent un réel probléme pour ’extraction de molécules thermosensibles
puisque le plus souvent ces extractions se font par hydrodistillation ou par entrainement a la
vapeur. En plus d’étre longues et destructives pour les molécules sensibles, ces techniques
sont également colteuses car il faut porter puis maintenir a ébullition de grands volumes
d’eau pendant de longues périodes. La technologie ultrasonore permet de pallier a certains de
ces problémes et est par conséquent de plus en plus utilisée (Mason T.J, et al; 2010)
(Tab.III).

L’extraction assistée par ultrasons a été utilisée sur de nombreuses variétés de plantes
aromatiques telles que les feuilles de menthe, I’artémise ou la lavande. Les rendements en
huile essentielle ont pu étre 1égérement augmentés pour 1’artémise et la menthe (12 % pour ce
dernier), quant a la lavande, des quantités deux a trois fois supérieures ont été obtenues par
utilisation des ultrasons. Le second avantage des ultrasons pour I’extraction de I’huile
essentielle est le fait de travailler a froid, ce qui réduit la dégradation des composés volatiles.
Cet aspect est tres intéressant pour les secteurs de la nutraceutique et de 1’agroalimentaire car
dans les deux cas des huiles trés pures sont nécessaires (Jadhav D. et al ,2009).

Concernant les épices on peut citer I’extraction de vanilline a partir de gousses de
vanille. Les rendements en vanilline étaient similaires aprés 1 h d’extraction assistée par
ultrasons et 8 h d’extraction conventionnelle. La carvone peut également étre extraite des
graines de carvi de fagcon plus pure lors d’une extraction aux ultrasons (pas de présence de

maticres grasse comme dans I’extraction classique par Soxhlet (Jadhav D. et al ,2009).
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Tableau 14 : Extraction assistée par ultrasons de saveurs et aromes (Chemat F., 2008)

Matrice Analvtes Conditions d’extraction
Raisn Composés aromatiques US, 20 °C, 3<tpas d'extrction
CH2C12. TS : 3x10
min Valsus movennss (/L) 251
(linalal), 248 (o-
terpindol), 397 (citronallol).
Grames de carv1 Carvone & Limonene Us, 20 K&z, 150 W, 20 °C, n-
hexane. TS: 60 min Rd
(mz/g): 17 (carvens) 16 (limonéne).
Vanille Vanilline US, 20 kHz, 750W, 25°C, BtOH or
EtOHH2O. T5: 1-2min
Safran Safranal US, 35 K=z, 25°C, H20: ER20. T3:
10 min. Rd :
Safamal ente 407 and 6477
mg/100g safman
Mael Composés US,25°C,H 20, n-pentans : E220,
omatiques

3.2.2.2— Extraction des antioxydants contenus dans les fruits et légumes

Les fruits et 1égumes sont riches en antioxydants et sont par conséquent intéressants

dans un but nutritionnel mais ils peuvent aussi bien 1’étre dans un but de préservation des

aliments.

Dans D’industrie agroalimentaire, de plus en plus d’attention est portée au recyclage des

coproduits, eux-mémes source intéressante d’antioxydants. Comme pour les ardmes,

I’extraction assistée par ultrasons des antioxydants peut étre un outil avantageux dans le but

d’optimiser le rendement et la pureté des extraits (Tableaul5)
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Tableau 15 : Extraction assistée par ultrasons d’antioxydants (Chemat F., 2008).

Alatrice Anahtes Conditions d"extraction

Peaux de citron Composés phénoliques Bam US, 60kH= 135 et 40°C dans
méthanol. Plus gran des
quantités awvec US, les basses
tempera fures permettent un
meilleur rendament.

Noix de coco Composés phénoliques Bain US, 23 kF=x 150 W, 30°%C.
22 .44 mg de composés
phéncliques extraits par gramme de

noix de coco

Faan et pepans de rasan Acides tartangque ot mahgue Sonde . . 3
1943 ppm d’acide tartarique et 37.4
P d’acide maligue.

Feuille Oleuropéin Sonde US, 20kH= 450 W, 40°C.
d’olivier MEme quantité d'ol 1ne ag—f:
25 min d'extracton par US que h

par méthode conventionnelle

Fraise Composés Phénoliques Sonde TS, 20 kHz, 100 W. MhEme
efficacité en 2 min gque 20 h par
technique conventionnelle ou 3h au
CO2 supercritique

Framboise Anthocvanes Sonde TS, 22 kH=x 650 W, 40°C.
MDEme rendement aprés
200 sec avec US que 53 min par
mé thods conventonnelle

Tomats Lyeopénes Bam US, 40 kH= 300 W. 90% du
heopéne total extrait en 29 min,
amélioration awvec couplage micro
ondes

Grace a la richesse en antioxydants de ces matrices, de nombreux essais ont ét¢ menés
sur différentes plantes et différentes parties de chaque plante. L’extraction assistée par
ultrasons permet notamment de réduire considérablement le temps d’extraction des
antioxydants. C’est le cas pour 1’extraction du lycopene de la tomate, des anthocyanes de la
framboise (3 min comparé a 53min) ou encore pour les composés phénoliques de la fraise
(2 min comparé a 20 h) (Herrera M.C., Luque de Castro M.D. 2005).

L’action des ultrasons peut différer en fonction de la partie de la plante étudiée, ainsi
ils sont plus intéressants pour extraire des composés des pépins de raisin que sur le fruit entier
(Chen F. et al ,2007).

Les ultrasons permettent une meilleure diffusion du solvant dans les pépins ce qui
augmente ’extraction de 1’acide malique et de I’acide tartrique. En effet, I’extraction assistée
par ultrasons des composés aromatiques du raisin a été comparée a 1’extraction en phase
solide et en immersion en phase solide. L’extraction par ultrasons a permet de meilleurs
rendements en un temps réduit et 37 composés aromatiques ont pu étre quantifiés dans le
raisin grace a cette technique (Palma M., Barroso C.G. (2002).

Les antioxydants ne sont pas simplement présents dans les fruits, mais ils peuvent
¢galement étre présents dans les feuilles des plantes aromatiques ou encore dans les feuilles
de certains arbres. L’une des plantes les plus étudiées est le romarin, a la fois pour ses

propriétés organoleptiques et pour son activité antioxydante. Les ultrasons permettent non
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seulement d’augmenter le rendement de 1’extraction mais rend celle-ci moins dépendante du
solvant ; on peut donc obtenir les mémes extraits en utilisant des solvants moins dangereux
pour I’environnement lorsque 1’on utilise des ultrasons (Albu S. et al ,2004). L’oleuropéine
peut également €tre extraite des feuilles d’olivier et 1’utilisation des ultrasons permet d’obtenir
le méme rendement en 25 minutes qu’apres 24 h de macération classique (Japon-Lujan R et
al .,2000).

Les coproduits de 1’industrie des jus de fruits ne sont pas seulement intéressants pour
leur richesse en huiles essentielles, mais des composés phénoliques peuvent aussi étre extraits
des peaux d’agrumes (Ma Y.Q. et al ,2009). Dans cette étude, les ultrasons ont permis de
réduire le temps d’extraction et I’augmentation de la quantité de polyphénols extraits, qui due
aux plus faibles températures d’extraction utilisées. Cette température est particulierement
intéressante lors de 1’extraction des antioxydants car ces molécules sont thermosensibles.
D’autres bons rendements d’extraction de compos€s phénoliques ont été¢ enregistrés dans la
coque de noix de coco et de son de blé ( Rodrigues S., 2008 et Wang J., 2008 ; Suslick K.S.
et Price G.J., 1999 et Mason T. J. et Lorimer J. P., 2002).

3.2.3 — Extraction assistée par micro-ondes

En 1986, Ganzler et al, furent les premiers a présenter une technique d’extraction par
solvant assistée par micro-ondes en vue d’une analyse chromatographique. Cette technique
permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en énergie par rapport a une
méthode conventionnelle. En 1994, Paré et al, ont déposé un premier brevet européen, sur «
I’extraction de produits naturels assistée par micro-ondes ». Ils proposaient d’irradier le
matériel végétal en présence d’un solvant transparent aux micro-ondes de type hexane. Ainsi
les micro-ondes atteindraient directement les systémes glandulaires et vasculaires du végétal.
C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques. L’extraction assistée par
microondes est un processus par lequel 1'énergie microonde accélére l'extraction. Ce
traitement accélére la rupture des cellules en provoquant une augmentation rapide de la
température et de la pression interne dans les parois des cellules végétales (Jawad et al.,
2012; Inoue et al., 2010).

Dans cette technique, la plante est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une
enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle. Les composés volatiles sont

entrainés dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée.
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Molécules extraites m=p- Flux d'extraction - Gradient de température

Figure 63 : Principe de chauffage par microondes (Al-Harahsheh et al., 2004).

Au cours du traitement par microonde, le chauffage, en vaporisant 1’eau contenue dans
les glandes oléiferes, crée a l'intérieur de ces derniéres une pression qui s’accumule a
lI'intérieur du biomatériau, en modifiant les propriétés physiques des tissus biologiques qui
brise les parois végétales et améliore la porosité de la matrice biologique et libére ainsi le
contenu en huile (Herrero et al., 2010; Herrero et al., 2013; Herrero et Ibanez, 2015;
Gong et Bassi, 2016).). Ceci permet une meilleure pénétration du solvant d'extraction a
travers la matrice et facilite I’extraction des composés entre autre les composés phénoliques
(Kratchanova et al., 2004 ; Mandal et al., 2007).

Cette technique utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pas couteuse et est
considérablement rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est
relativement haute (100 — 150 °C), ce qui pose des problemes quand il s’agit de 1’extraction
d’antioxydants (Yeoh et al., 2008;).

Les autres inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible lorsque
les solutés ou les solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de I’étape postérieure de
filtration ou de centrifugation pour éliminer le résidu solide de 1’extrait (Wang et Weller,

C.L. 2006).

3.2.4.— Différentes techniques d’extraction par micro-ondes

Différentes techniques d’extraction par micro-ondes ont été développées et de
nombreux brevets ont été¢ déposés :

e Le procédé d’hydrodistillation par microondes est basé entiérement sur le principe de

I’hydrodistillation classique. Le matériel végétal est donc placé en présence d’une quantité
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d’eau suffisante dans un ballon disposé dans 1’enceinte du four a micro-ondes. Le systeme de
réfrigération ainsi que la partie prévue pour la récupération des essences sont situés a
I’extérieur du four. Les avantages cités sont la rapidité et la similitude de la composition de
I’huile par rapport a une hydrodistillation classique (Kingston M.M. et Haswell S.J., 1997).

e Extraction par solvant assistée par micro-ondes. MAE (Microwave Assisted
Extraction) et MAP (Microwave Assisted Process). Cette méthode est la plus utilisée. Si sa
rapidité de mise en oeuvre en fait une technique de choix pour I’extraction et plus
particulierement pour I’extraction de composés aromatiques d’origine végétale, le produit
obtenu ne peut réglementairement étre considéré comme une huile essentielle. De plus
I’utilisation de solvant organique présente certains inconvénients : contamination du produit
fini, probléme pour son ¢élimination totale. Rappelons que I’industrie agro-alimentaire
applique des lois tres strictes sur 1’origine des produits utilisés (Kingston M.M. et Haswell

S.J., 1997).

Frodust i traster

L - 2
¥ Uemeratears micro-anides
@
L
h A= I Eneeime miero-ondes I
L [AOnH0a (

T'ramsfiert par viz 2ane fin

Condenseamr

Temperatne fnale freade

s Exctrmt

Figure 64 : Schéma d’extraction par solvant assistée par micro-ondes. MAE
(Microwave Assisted Extraction) et MAP (Microwave Assisted Process) ( Lucchesi.
M., 2007).
3.2.4.1- L’hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide pulsé (VMHD)

Cette technique d’extraction, dont I’origine est I’hydrodistillation classique, est basée
sur I'utilisation conjointe des micro-ondes et d’un vide pulsé. D’apreés les concepteurs du
VMHD [D’extraction serait dix fois plus rapide que I’hydrodistillation pour un rendement
équivalent et un extrait de composition identique. Les composés responsables des notes «
crues » les plus thermosensibles semblent étre conservées apreés une extraction par VMHD

contrairement a une hydrodistillation classique.
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Figure 65 : Schéma du montage d’extraction selon le principe « VMHD »

(Vaccum Microwave HydroDistillation) ( Lucchesi.M ; 2007).

3.2.4.2— Solvant Free Extraction Microwave (SFME)

Ce procédé est le mode d’extraction le plus récent et a été développée par le groupe
Chemat-Smadja a I’Université de la Réunion. Cette technique a été rebaptisée « Dry-Dist » et
est commercialisée a travers le monde par la société Milestone (Bergame-Italie). Elle associe
un four micro-ondes et une distillation séche. L’extraction est réalisée a la pression
atmosphérique, en 1’absence de solvant et d’eau ajoutée. Les principaux avantages de cette
technique résident dans 1’augmentation de la cinétique d’extraction ainsi que son caractere
plus respectueux de I’environnement (absence de solvant) qui constitue un des exemples de

chimie verte.
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Figure 66 : Schéma d’extraction selon le principe SFME (Solvant Free
Extraction Microwave) (M. Lucchesi. ; 2007)

Le mécanisme de chauffage par micro-ondes repose sur le fait que certaines molécules
telles que I’eau présentent des exces et des défauts de charges dus a la différence
d’¢lectronégativité entre les atomes d’oxygeéne et d’hydrogéne. Ces molécules polaires
présentent alors un moment dipolaire ou dipole. Les dipdles sont susceptibles de s’orienter
lorsqu’ils sont soumis a un champ électrique et générent alors un moment dipolaire induit.
Sous I’effet d’un champ électrique alternatif, les dipdles s’orientent dans la direction du
champ, puis se désorientent a la disparition du champ et enfin se réorientent dans 1’autre sens.
I1 s’agit de la rotation dipolaire.

Cependant, 1’alignement des dipdles par rapport au champ électrique est contrarié par
I’existence de liaisons hydrogéne et de liaisons de Van der Waals qui freinent la libre rotation
et conduisent a un dégagement de chaleur. L'énergie cinétique est alors transformée
partiellement en chaleur. Le chauffage de I’eau présente dans la plante provoque I’éclatement
des glandes contenant I’huile essentielle. L’huile essentielle ainsi libérée est entrainée par la
vapeur d’eau contenue elle aussi dans la matiere végétale. Un essencier de type Clévenger
permet de condenser le distillat et de récupérer 1’huile essentielle par simple décantation en
tenant compte la différence de densité.

Malgré I'utilisation d’un essencier de type Clévenger pour condenser et refroidir les
vapeurs issues du chauffage du végétal par les micro-ondes, 1’échantillon obtenu par SFME

ne peut en toute rigueur &tre considéré comme une huile essentielle. En effet, le terme « huile
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essentielle » nécessite I'utilisation du principe de I’hydrodistillation, de l'entrainement a la
vapeur ou de I’expression a froid. Les deux modes d’extraction, bien que voisins, différent
cependant par la nature du chauffage. Or les phénoménes de solubilit¢ des composés
organiques dans 1’eau sont particulierement importants dans une hydrodistillation ou encore
dans un entrainement a la vapeur (Liazid .A et al., 2011).

Dans la trés grande majorité des cas, les rendements de 1’extraction par micro-ondes
sont proches voire supérieurs a ceux obtenus par hydrodistillation, le temps d’extraction est
plus court, de I’ordre de 30 minutes alors qu’une hydrodistillation nécessite classiquement
trois heures au minimum. A rendement équivalent, il est constaté une augmentation de la
proportion des composés oxygénés dans les extraits obtenues par SFME (Lucchesi et al.,

2007). Plusieurs explications sont avancées pour expliquer ces différences :

e L’observation des végétaux par Microscopie Electronique a Balayage montre des
différences en termes d’altération des glandes a huile essentielle. Celles-ci semblent

totalement détruites sous 1’effet des micro-ondes ;

e Les composés oxygeénés plus polaires et plus solubles dans 1’eau seraient distillés en
priorité par rapport aux hydrocarbures terpéniques dont la température d’¢ébullition est
pourtant plus faible.

e Dans une huile essentielle obtenue par hydrodistillation, les composés oxygénés ont
une plus grande affinité que les hydrocarbures pour la phase aqueuse et se retrouve
donc I’hydrolat. Lors d’une extraction micro-onde, il est ainsi possible qu’étant donné
le faible volume de la phase aqueuse, les composés oxygénés qui sont souvent assez
solubles dans 1’eau, demeurent dans 1’extrait obtenu par SFME.

L’avantage essentiel de ce procédé¢ est de réduire considérablement la durée de distillation

(ramenée a quelques minutes) et incrémente le rendement d’extrait. Cependant irradiation

d’un volume important pose des problémes techniques ( Li Y., et al 2011).

3.2.5 — Extraction assistée par micro-ondes des antioxydants des végétaux :

Il existe divers exemples d’applications de cette technique a I’extraction de certains organes
végétaux : épices de Cuminum cyminum L. et Zanthoxylum bungeanum L. par Farhat A.,
2011 et Wang et col en 2006, fruits de Xilopia par Stashenko et col en 2004, hysope,

sariette, marjolaine, sauge (Salvia officinalis) et thym par Collin en 2000 1991,
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feuilles de Lippia sidoides par Craveiro et col. en 1989, menthe poivrée et persil commun par
Pare et col. en 1989.
Une grande partie des travaux concernant le four micro-ondes et le thé vert, est rapportée sur

I’inactivation des enzymes présents dans les feuilles de thé fraiches ou séches.

Seung-Cheol Lee et coll. (2006), Sharma. V et coll (2004), Pan X., et coll. (2003)
ont montré que le traitement du thé par micro-ondes permet d’obtenir une ¢élévation rapide de
la température a 1’intérieure des feuilles « Camilla sinensis » et de diminuer ou de supprimer
I’activité enzymatique « polyphénols oxydase » (PPO) tout en limitant les réactions de
dégradation thermiques des catéchines a extraire. Cette application a été réalisée a 1’échelle
industrielle pour garder la qualité de thé vert et éviter sa transformation en thé noir.

L’extraction des polyphénols de thé vert assistée par micro-onde a fait I’objet de deux
travaux. Le premier est celui de Xuejun Pan et coll. (2003). IIs ont réalisé une étude qui a
pour but le développement, la validation et I’optimisation de cette nouvelle technique. IIs ont
testé tout d’abord différents solvants d’extraction des antioxydants du thé vert par le four
microondes et confirmé que I’extractant « Ethanol/Eau (1/1) » est le plus efficace et le plus
sélectif pour I’extraction des polyphénols et de la caféine du thé vert par micro-ondes (90°C).
Ils ont ensuite comparé ce nouveau procédé par chauffage conventionnel et extraction par
ultrason.

Ils ont constaté que 1’extraction assistée par micro-onde est plus rapide (4 min) que le
chauffage conventionnel (45 min) et que l’ultrason (90 min). Enfin, ils ont conclu que
I’extraction assistée par micro-ondes des polyphénols et de la caféine du thé vert est plus
rapide, plus sélectif et plus efficace.

Le deuxiéme travail est celui de Chan E.W.C et coll. (2007). Ils ont commencé par
tester I’efficacité d’extraction des polyphénols du thé vert par I’eau ou le méthanol en utilisant
le four micro-onde. Apres une heure d’extraction, ils ont dosé les phénols totaux par le réactif
de Folin, puis ils ont testé 1’activité antioxydante de I’extrait par le DPPH. Ils ont démontré
que les valeurs de dosage des phénols totaux et les valeurs d’activité antioxydante de 1’extrait
préparé par 1’eau sont plus faibles que celles du méthanol. Enfin ils ont confirmé que le
méthanol est le plus efficace et le plus sélectif pour extraire les polyphénols du thé vert par

micro-ondes.
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3.2.5 — L’extraction assistée par liquide pressurisé

L’extraction assistée par liquide pressurisé est une méthode trés efficace. Le concept
de cette technique consiste a 1'application de haute pression pour que les solvants restent au-
dela de leur point d'ébullition normal (Azmir et al., 2013). En tenant compte du rendement,
de la reproductibilité, du temps d'extraction et de la consommation de solvant, 1’extraction
assistée par liquide pressurisé a été considérée comme une alternative aux méthodes
conventionnelles en raison d'un procédé plus rapide et d'une utilisation plus faible des
solvants (Howard et Pandjaitan, 2008). L’ utilisation d’une température et d’une pression
plus ¢élevée permet d’augmenter la solubilité des composés dans le solvant tout en diminuant
la viscosité et la tension de surface du solvant utilisé, ce qui favorise un meilleur contact avec
la matrice végétale (Mattea et al., 2009; Jaime et al., 2010).

L’extraction par fluide pressurisé implique une moindre utilisation du solvant par
rapport a l'extraction conventionnelle par solvant et il en résulte une faible dégradation
oxydative des flavonoides car le processus se déroule en absence d'oxygene et a I’abri de la
lumiére (Wang et Weller, 2006, Raynie, 2006; Stalikas, 2007). Par contre, I'utilisation de
températures d’extraction €levées peut entrainer la dégradation des composés thermolabiles
(Chemat et al., 2011).

L’extraction par fluide pressuris¢ a été¢ largement appliquée pour l'extraction des
flavonoides. Li. W et al. (2012) ont rapporté que le méthanol semble étre le solvant
d'extraction le plus efficace par rapport a 1'éthanol et a I'eau pour I'extraction accélérée par
solvant des flavones de Citrus reticulata. Les auteurs rapportent également qu’un cycle
d'extraction est suffisant. Wang et al. (2011) ont utilisé 1'éthanol a 40% et un seul cycle
d'extraction pour l'extraction accélérée par solvant de composés phénoliques de Citrus sulcata.

Une augmentation de la température de 80 a 160°C entraine une augmentation du
rendement d'extraction des flavones des écorces de Citrus reticulata (Li. Y et al., 2012a). Ceci
peut étre expliqué par la diminution de la viscosité du solvant et l'augmentation de sa
diffusivité a haute température, ce qui peut conduire a des rendements d'extraction élevés de
flavones (Li et al. 2012a, Antunes et al., 2008). Au-dessus de 160°C, le rendement en
flavones diminue lentement en raison de leur dégradation par la chaleur (Li et al., 2012a).

Une augmentation du temps d'extraction de 5 a 20 min entraine une augmentation du
rendement d'extraction des flavones de Citrus reticulata (Li et al.,, 2012a). Cependant, le
rendement d'extraction diminue lorsque le temps d'extraction est supérieur a 20 min. Cela peut
étre dii a la décomposition des flavones en raison d'une exposition prolongée a une haute

pression ou a une haute température. Ce résultat a été confirmé par Wang et al. (2011) qui ont
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rapporté la baisse du rendement d'extraction des phénols de Citrus sulcata a partir de 30 min

d’extraction.

3.2.6 — L’extraction par de I’eau subcritique

L'extraction par eau sous-critique est une technique réalisée en utilisant de l'eau
chaude a une température comprise entre 100 et 374°C sous haute pression pour maintenir
I'état liquide (point critique de l'eau : 22,4 MPa et 374°C) (Schoefs, 2005). A de telles
températures, I'eau perd sa polarité, ce qui lui permet d'agir comme solvant pour les composés
a la fois polaires et non polaires (Prasad et al., 2010 ; (Herrero et al., 2006).

L’extraction par de I’eau subcritique est une technique largement utilisée pour
I’extraction de molécules bioactives. En effet, elle représente une excellente alternative pour
extraire tous les flavonoides, méme les flavanones d'agrumes non polaires (Cheigh et al,
2012). Une augmentation de la température d'extraction de 100 a 160°C sous 10 MPa pendant
10 min entraine une augmentation de la teneur en hespéridine et en narirutine des extraits des
¢corces de Citrusunshiu (Cheigh et al., 2012), tandis que au-dessus de 160°C, une diminution
de la teneur enhespéridine et en narirutine a été observée. Ce phénoméne peut étre expliqué
par la dégradation des flavanones dans les écorces de Citrus unshiu en raison de la
température ¢levée appliquée. Kim et al. (2009) ont extrait les composés phénoliques de
Citrus pomaces a 200°C, 1,4 MPa pendant 60 min. Une augmentation des rendements en
hespéridine et narirutine a été observée en augmentant le temps d'extraction jusque 10 min.
Lorsque le temps d’extraction dépasse 10 min, les rendements diminuent progressivement.
Cheigh et al. (2012) ont rapporté qu’un temps d'extraction de moins de 10 min peut diminuer
l'efficacité d’EESC en raison de la solubilisation insuffisante des flavanones. D'autre part, un
temps d'extraction supérieur a 10 minutes peut provoquer la dégradation des flavanones
induite par leur instabilité thermique.

Le temps d'extraction de cette technique est considérablement réduit par rapport aux méthodes
conventionnelles. Le reflux répété du fluide supercritique sur 1'échantillon fournit une

extraction complete (Lang et Wai, 2001).

3.2.7 — Extraction au CO; supercritique

11 s’agit du procédé le plus récent d’extraction a froid des matiéres premicres végétales
utilisant le gaz carbonique : le CO2 sous pression et a température supérieure a 31 °C, le gaz
carbonique se trouve dans un état «supercritique », la matiére végétale est chargée dans

I’extracteur puis le COz2 est introduit sous pression et réfrigéré.
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Figure 67 : Principe d’une extraction par COz supercritique (pellerin., 2001)

Le mélange est recueilli dans un vase d’expansion. La pression y étant réduite, le CO2
reprend ainsi sa forme gazeuse et est complétement éliminé. L’extrait végétal est isolé, les
matieres premieres ainsi obtenues sont proches du produit naturel d’origine sans trace
résiduelle de solvant (pellerin., 2001)

L’utilisation de D’extraction par CO: supercritique permet d'éviter la dégradation
thermique et la décomposition des composés labiles du fait que I'opération est effectuée a une
basse température, tandis que 1'absence de la lumicre et de 1’oxygéne empéche les réactions
d'oxydation. L'efficacité de la technique d'extraction par CO: supercritique est associée a
plusieurs parametres, notamment la température, la pression, la présence de co-solvant et le
temps d’extraction (Diaaz-Reinoso, B; et al., 2006).

L’extraction par CO:2 supercritique est adaptée pour extraire des huiles et des
composés lipophiles, mais de nombreux composés phénoliques naturels sont peu solubles
dans ce solvant (Pereira et Meireles, 2010). La présence de co-solvant permet alors
d'améliorer le rendement d'extraction par augmentation de la solubilité. Le type de co-solvant
utilisé est déterminé en tenant compte de l'affinité entre le co-solvant et les composés cibles
(Pereira et Meireles, 2010). Les co-solvants les plus fréquemment utilisés sont le méthanol et
I'éthanol qui induisent des interactions dipole/dipdle et a former une liaison hydrogeéne avec
des groupes fonctionnels polaires. Giannuzzo et al. (2003) ont indiqué que le contenu en

naringine était d'environ 10,8 g naringine/kg pour I'éthanol utilis¢ comme co-solvant contre
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9,2 g naringine/kg pour le méthanol. Un résultat similaire a également été observé pour
l'extraction par CO:2 supercritique de la nobiletine et de la tangérétine des écorces de Citrus
depressa Hayata (Lee et al., 2010). Les rendements en nobiletine et en tangérétine (14,68
mg/g) sont plus élevés avec de I'éthanol qu'avec le méthanol (12,92 mg/g).

Cette observation est confirmée par He et al. (2012) et Toledo-Guillen ez al. (2010).
En effet, une augmentation des concentrations de co-solvant peut améliorer les rendements
d'extraction, mais la température nécessaire pour atteindre I'état supercritique est plus €levée
et peut ne pas €tre appropriée pour les produits naturels sensibles a la chaleur.

La température optimale dépend du choix de la pression d'extraction. Cette
température est comprise entre 58,6°C et 80°C pour une pression variant de 9,5 MPa a 40
MPa. Lee et al. (2010) ont constat¢ que 80°C (30 MPa) est la température optimale pour
l'extraction de la nobiletine et de la tangeretine a partir des écorces de mandarine. Giannuzzo
et al. (2003) ont conclu que la température optimale pour 1'extraction par CO2 supercritique
de la naringine a partir des écorces de pamplemousse est de 58,6°C pendant 45 min a 9,5
MPa. Toledo-Guillen et al. (2010) ont indiqué que les conditions optimales pour l'extraction
des flavonoides des écorces d'orange sont une température de 60°C a 40 MPa, alors que He et
al. (2012) ont indiqué que les conditions optimales pour extraire les flavonoides des écorces
de pamplemousse sont une température de 80°C a 39 MPa pendant 49 min.

Lee et al. (2010) ont étudi¢ I'effet de la pression sur le rendement d'extraction des
composés phénoliques de Citrus depressa Hayata et ils ont rapporté qu’a 80°C, le contenu en
nobiletine et en tangeretine augmente avec une pression croissante de 20 a 30 MPa.
Cependant, le rendement d'extraction diminue significativement lorsque la pression augmente
de 30 a 40 MPa.

Les quelques travaux disponibles portant sur l'extraction du CO2 supercritique des
composés phénoliques des écorces d'agrumes ont montré qu'il est nécessaire d'ajouter un co-
solvant au CO: afin d'améliorer I'extraction de ces composés. En outre, I'éthanol est le co-
solvant le plus utilisé quel que soit les conditions opératoires (temps, pression, température)

appliquées.

3.2.8 — Extraction par Détente Eclair (Flash-Détente)

La Flash-Détente brevetée par 'INRA en 1993, fut mise au point pour extraire les
ardbmes de bananes, de mangues ou de lichis. La Flash-Détente (figure 13), est un procédé qui
se réalise en deux étapes, la premicre consiste a étuver la maticre végétale a 85-90°C. La

seconde est une détente avec introduction brutale sous vide (~ 30 mbar) du matériel végétal
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(fruits, 1égumes, plantes...etc). Cette mise sous vide provoque donc ’évaporation brutale
d’une partie de I’eau de constitution du matériel végétal étuvé et une chute de la température
du milieu. Cette perte d’eau engendre un broyage fin di a la création de micro-cannaux
intercellulaires. Les eaux d’évaporation sont récupérées séparément par condensation et sont

particulierement riches en composés volatils aromatiques (eaux aromatiques) (Brat P., 2001).
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Figure 68 : Schéma de I’extraction par Flash-Détente (B rat P., 2001).

Des essais ont été effectués par le Centre de coopération Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développement-France (CIRAD) pour [D’extraction des huiles
essentielles d’écorces d’agrumes (pomelo, orange, mandarine, citron). Apreés extraction et
condensation les huiles essentielles seront récupérées sous forme d’émulsion aqueuse, puis
purifiées par centrifugation. Les rendements d’extraction obtenus a partir d’écorces de citron,
d’orange, de mandarine et de pomelo sont respectivement égaux a 44%, 29%, 33%, et 27%.
Apres déterpénation , les huiles essentielles extraites par le procédé Flash-Détente sont de
qualité¢ supérieure a celles des huiles fraichement pressées et ce , avec des proportions
relatives supérieures en aldéhydes mon et sesquiterpéniques (Allaf et al,. 1989 et allaf 1994).
Comparée aux autres procédés conventionnels la La flash-Détente est relativement rapide, et
donne des rendements supérieurs. En effet, Cette technique permet de produire simultanément

de la purée de fruits aux propriétés sensorielles renforcées avec des rendements avoisinant les

75%.
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Ce procédé est comparable a I’extraction par COz2 supercritique au niveau de la qualité
des extraits, alors que la consommation énergétique est inférieure a celle de la distillation et
de P’entrainement a la vapeur (Rezzoug,. 1998). La flash-Détente présente donc un intérét
technologique et économique en améliorant et en développant les propriétés sensorielles et

nutritionnelles des produits qui en sont issus (Rezzoug,. 2005).

3.2.9 — Extraction par Détente Instantanée Controélée (DIC)

Cette technique d’extraction (DIC) est utilisée en vue d’extraire les aromes et les
huiles essentielles a partir de végétaux naturels préalablement séchés.
Ce procédé se distingue par un traitement thermique trés localisé, durant un temps réduit
(quelques dizaines de secondes). L.’auto-vaporisation qui accompagne I’extraction par Détente
Instantanée Controlée implique la séparation liquide/solide et permet donc I’extraction des
composés spécifiques (Allaf 1994).
Comparé aux autres procédés traditionnels, la DIC (figure 72), est relativement rapide, et
donc nettement flexible. Avec un rendement supérieur, cette technique est comparable a
I’extraction par CO: subcritique au niveau de la qualité¢ de D’extraction, alors que la
consommation énergétique est inférieure a celles de la distillation et par entrainement a la

vapeur.
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Figure 69 : Schéma de 1’extraction par DIC.

La détente instantanée trouve des applications diverses dans le séchage des fruits et
légumes, et dans la décontamination microbienne. Elle offre également des avantages
économiques (vitesse et colit) et qualitatifs (stérilisation, qualités organoleptiques) (Rezzouget
al , 2005).

En 2012, Allaf et al. ont rapporté que 1'utilisation séquentielle de DIC (éthanol 80%,
m/v: 20:1, 40°C, 60 min, 150W) pour l'extraction des composés phénoliques des écorces
d’orange améliore les rendements en naringine et en hespéridine. En effet, les teneurs des
¢corces d’orange traitées par DIC sont de 0,825 + 1,6x102 g/g bs pour I’hespéridine et
6,45x10-2+ 2,3x10+ g/g bs pour la naringine par rapport a 0,64 = 2,7x10-2 g/g bs et 5,7x10-2 £
1,6x10-3 g/g bs, respectivement dans les échantillons extraits par solvant. Les auteurs
expliquent ce phénomene par le fait que le traitement DIC conduit & une expansion de la
structure cellulaire et permet la modification de leurs structures, provoquant ainsi leurs

texturations et facilitant ainsi les opérations de transfert de matiere (Allaf et al. 2013).
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3.2.10 — Extraction par technique phytonique

Ce nouveau procédés se base sur un solvant 1'hydrofluorocarbone-134a qui
représente  une nouvelle technologie pour optimiser ses propriétés remarquables dans
l'extraction de matiéres végétales offrant ainsi des avantages environnementaux significatifs,
des les prestations de santé et de sécurité par rapport aux procédés traditionnels pour la
production d'huiles de haute qualité naturelle parfumées, des ardmes et des extraits
biologiques.

Les produits principalement extraites par ce processus sont des €¢léments parfumés
d'huiles essentielles et d'extraits biologiques ou phytopharmaceutiques qui peuvent étre
utilisés directement sans la poursuite du traitement physique ou chimique (France-Ida J.,
1996).

Les propriétés de la nouvelle génération de fluorocarbone solvants ont été appliquées a
l'extraction de matiéres végétales. Le noyau du solvant est le 1,1,2,2-tétrafluoroéthane, mieux
connu sous le nom hydrofluorocarbone-134a (HFC-134a). Ce produit a été¢ développé pour
remplacer les chlorofluorocarbures. Le point de ce solvant d'ébullition est de -25 ° C. Il n'est
pas inflammable ou toxique. Contrairement aux chlorofluorocarbones, il ne détruit pas la
couche d'ozone. Il a une pression de vapeur de 5,6 bar a la température ambiante. Selon la
plupart des normes c'est un mauvais solvant. Par exemple, il ne se mélange pas avec les huiles
minérales ou de triglycérides et il ne se dissout pas les déchets végétaux.

Le procédé est avantageux en ce que les solvants peuvent étre personnalisés: en
utilisant des solvants modifiés avec le HFC-134a, le processus peut étre trés sélectif dans
l'extraction d'une classe spécifique de phytoconstituents.

De méme, d'autres solvants modifiés peuvent étre utilisés pour extraire un spectre plus
large de composants. Les produits biologiques fabriqués par ce procédé ont extrémement
faible de solvant résiduel. Les résidus sont invariablement moins de 20 parties par milliard et
sont souvent en deca des niveaux de détection. Ces solvants sont ni acide ni basique et, par
conséquent, avoir des effets potentiels de réaction seulement minime sur les maticres
botaniques. La seule utilité nécessaire pour faire fonctionner ces systemes est de 1'¢lectricité
et, méme alors, ils ne font aucun consomment beaucoup d'énergie. Il n'y a pas de place pour
I'évacuation des solvants. Méme si certains solvants ne s'échappent, ils ne contiennent pas de
chlore et ne posent donc aucun danger pour la couche d'ozone. La biomasse des déchets de

ces plantes est sec et "respectueux de l'environnement" a manipuler (Collin G.2000)
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4 — Procédés d’extraction des composés phénoliques

Le procédé conventionnel de fabrication d’extraits végétaux riches en polyphénols, a

partir de coproduits de I’industrie, consiste en plusieurs étapes successives (figure73) :

Un pré-traitement de la matiére premiére (facultatif) a pour objectif d’augmenter les
surfaces d’échange pour faciliter les phénomenes de transfert de matiere lors de
I’étape subséquente d’extraction. Le broyage, précédé par un séchage dans le cas
d’une biomasse humide, est couramment utilisé en industrie.

Une étape de diffusion permet alors le transfert par solubilisation des composés
phénoliques du solide vers un liquide « porteur », dit solvant d’extraction. A ce stade,
I’extraction n’est pas sélective et d’autres composés (polysaccharides, acides
organiques, protéines...) peuvent étre solubilisés dans la phase liquide dépendamment
de leur affinité pour le solvant.

Une séparation du solide « appauvri », voire €épuis€¢ en composés phénoliques, et du
solvant chargé en soluté est alors nécessaire. Cette étape est réalisée par pressage,
suivi d’une centrifugation et/ou d’une filtration membranaire. Le résidu solide peut,
quant a lui, étre utilisé en tant que substrat de méthanisation, épandu ou composté, ou
encore séché (tambour rotatif a air chaud) pour étre ré-utilisé en tant qu’aliment pour
bétail.

Une purification de la phase liquide permet, par la suite, « d’isoler » les composés
phénoliques et d’¢éliminer la fraction de solutés indésirables extraite lors de 1’étape de
diffusion. Cette purification peut étre réalisée a 1’aide de résines d’adsorption, par
précipitation, par des procédés membranaires, ou encore par extraction liquide/liquide.
Cette étape est optionnelle, dépendamment de la qualité des extraits recherchée. A
noter qu’une concentration préalable du solvant peut étre requise.

Le(s) solvant(s) est (sont) ensuite évaporé(s) pour étre éventuellement recyclé(s) dans
les étapes d’extraction et/ou de purification. La matiere séche de 1’extrait doit atteindre
environ 15-30 % avant séchage.

Un séchage de la solution (atomiseur, séchage sous vide, ou éventuellement
lyophilisation) permet I’obtention d’un extrait sous forme de poudre. A ce stade, des
excipients (dextrines, silice) peuvent €tre ajoutés pour faciliter 1’étape de séchage,

¢éviter la reprise en masse de la poudre et/ou standardiser la teneur en principes actifs.
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Si I’ensemble du procédé influence les colits de production, les 3 premiéres étapes (pré-
traitement, diffusion et séparation solide/liquide) de fabrication sont déterminantes sur les

rendements de production et permettent de moduler la qualité des extraits obtenus.

PRE-TRAITEMENT EXTRACTION  SEPARATION SOLIDE/ LIQUIDE PURIFICATION CONCENTRATION SECHAGE
Broyage Diffusion par Pressage, Chromatographie Evaporation des Atomisation,
ou autres pré- solvant Suivid’'une ou procédés solvants sous vide lyophilisation ou
traitements centrifugation ou d’une membranaires séchage sous vide

filtration membranaire

N

Q

L

L 1

Marc humide Résidu de Solvant Extrait
appauvri purification

Figure 70 : Représentation schématique du procédé industriel d’extraction de

compose€s végeétaux.

4.1 — Pré-traitement mécanique de la matiére premiére : le broyage

Le broyage est la technique de pré-traitement la plus classiquement utilisée
industriellement pour améliorer les rendements d’extraction des bio-composés et pour
diminuer les temps de diffusion. L'action mécanique induite par le broyage améliore le
transfert de matiére en augmentant la surface de contact entre solvant et solide et en diminuant
la distance de pénétration du solvant dans le solide. En (2007) Bucié¢-Kojié¢ et al ont montré
que plus la taille de particules des pépins de raisin était petite (0.16 — 0.125 mm), plus les
rendements d’extraction en composés phénoliques étaient intéressants. A noter toutefois que
les particules excessivement broyées tendent a s’agglomérer et a réduire le transfert de solvant
a D’intérieur de la matrice solide. Lors d’une extraction en continu a partir de pellicules de
raisin, ces phénomenes d’agglomération peuvent aussi entrainer des flux préférentiels et des
zones mortes au sein de la cellule d’extraction (Pinelo M. et al., 2005a). Egalement, la
présence de fines particules en suspension dans le solvant peuvent étre a 1’origine de
difficultés lors des étapes subséquentes de la filtration et de purification.
D’autre part, le broyage peut conduire a la surchauffe de la matrice végétale notamment du

fait de la libération d'énergie induite par un sur-broyage de la matrice (Bhattacharya S.,
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2014). Cette surchauffe peut étre a 1’origine d’une dégradation et/ou d’une perte de
fonctionnalité des composés phénoliques thermosensibles (Khanal R.C. et al, 2010). De
plus, une étape de séchage préliminaire, également associée a un sur-chauffage de la matrice,
est souvent nécessaire pour faciliter le broyage et limiter sa consommation énergétique
(Chakkaravarthi A. ef al., 1993; Ngamnikom P. et al., 2011; Walde S. et al., 2002). De ce
fait, le broyage n’est pas systématiquement utilisé en industrie et reste une étape facultative

dans le procédé classique de fabrication des extraits végétaux.

4.2 — Extraction des composés phénoliques par solvant (cas des flavonoides et des acides
phénoliques)

La littérature montre une diversité de techniques pour une méme classe de substances
naturelles. En effet Plusieurs revues ont été publiées sur 1'analyse des composés phénoliques
dans les plantes et dans les aliments a base de plantes (Van Sumere et al. 1978, Harborne
1989, Waterman et Mole 1994, Macheix et al. 1990, Lee et Widmer 1996, Harborne 1998,).

Nous présentons dans ce qui suit un aper¢u non exhaustif de quelques techniques
d’extraction des flavonoides que nous avons trouvé dans des travaux de la littérature.
Herrmann (1976, 1988 et 1989) et Waksmundzka-Hajnos (1998) ont passé en revue l'analyse
des acides hydroxycinnamique et hydroxybenzoique dans les plantes et les aliments a base de
plantes. L'analyse des flavonoides a ét¢ largement revue par Markham (1982, 1989 et 1998),
par Harborne (1988, 1994) et par Robards et Antolovich (1997). L'analyse des composés
phénoliques dans la matrice alimentaire crue ou transformée commence par l'extraction. Ceci

fera I’objet du paragraphe suivant.

4.2.1- Extraction et hydrolyse des Flavonoides

Les flavonoides sont généralement des composés stables et peuvent étre extraits de
matériel végétal avec des solvants froids ou chauds. Les solvants appropriés sont des
mélanges aqueux contenant de I'éthanol, méthanol, acétone ou diméthylformamide (Robards
et Antolovich 1997).

L’extraction de flavonols a été réalisée par macération de 1'échantillon de fruit ou de
plante fraiche non séchée dans le solvant d'extraction (Wildanger et Herrmann 1973, Bilyk et
Sapers 1986, Treutter et al.1988, Dick et al.1987, Price et coll. 1998a,b et 1999), en extrayant
une aliquote d'un échantillon de fruits frais homogénéisé (Amiot et al. 1995, Heinonen et coll.
1998) ou par extraction d'un échantillon lyophilis¢ (Hertog et al.1992a, b, Crozier et coll.
1997, Justesen et al. 1998, Price et al. 1998, Ewald et al. 1999).
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L'analyse quantitative des glycosides de flavonol dans les baies et les fruits est difficile
car la plupart des composés de référence ne sont pas disponibles dans le commerce. De plus,
plus de 30 flavonols différents des glycosides ont été identifiés dans les fruits (Macheix et al.
1990). L’ydrolyse des glycosides de flavonol pour leurs aglycones correspondants offrent une
méthode pratique pour la quantification des flavonols dans les aliments (Hertog 1994,
Robards et Antolovich 1997). L’hydrolyse des flavonols avec de l'acide chlorhydrique (HCI)
a été décrite par Harborne (1965).

Wildanger et Herrmann (1973) et Bilyk et Sapers (1986) ont étudié les teneurs en
flavonols des baies en utilisant une hydrolyse acide mais sans optimisation de la procédure
d'extraction. Hertog et coll. (1992a) a optimisé l'extraction dans des conditions d'hydrolyse
acide (dans du méthanol aqueux avec HCI) pour I'analyse des flavonols et flavones dans les
fruits et légumes lyophilisés (Hertog et al. 1993a,b). L’extraction et 1’hydrolyse dans le
méthanol aqueux avec HCI a également été appliqué pour les études des aglycones
flavonoides dans les fruits et Iégumes par Justesen et al. (1998) et Ewald et al. (1999).

Rommel et coll. (1993a, b, ¢) a utilis¢ une hydrolyse alcaline (NaOH 2N) pour étudier
les flavonols, les acides hydroxycinnamiques et hydroxybenzoiques dans le jus de framboises.
Le taux d'hydrolyse acide / base des glycosides dépend de la force acide / base, nature du
fragment sucre et sa position dans le noyau flavonoide. Les glucuronides résistent a l'acide
hydrolyse mieux que les glucosides qui sont rapidement clivés (Hertog 1994, Robards et
Antolowich1997).

L'hydrolyse enzymatique offre une méthode rapide pour le clivage de

monosaccharides spécifiques de O-glycosides flavonoides. En effet, Manach et al. (1998) et
Erlund et al. (1999) ont utilis¢ I'hydrolyse enzymatique avec la B-gluronidase et la sulfatase

pour étudier les flavonols dans le plasma humain.

Sreedevi.E et Rao.J.T, (2000) ont isolé un flavanone glycoside a partir des graines de
Glircidia maculata, par extraction du matériel végétal avec EtOH 95% pendant 20h.

L’extrait concentré est extrait respectivement par le chloroforme et 1’acétone. Le résidu est
dissous dans le MeoH et dilué¢ avec Et2O donnant un précipité (flavanone glycoside).

Moreira et coll (2000), ont pu extraire des flavonoides du P. [lhotzkyanum
successivement dans 1'hexane et le méthanol a température ambiante. Les extraits de MeOH
ont été ¢évaporés a sec sous vide et dissous dans MeOH/H20 (70:30) et extraits
successivement avec l'hexane, CH2Clo, AcOEt et n-BuOH. L’extrait de CH2Cl> a été

fractionné sur colonne de gel de silice et ¢lué avec un gradient de CH2Cl.-MeOH.
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Parmi les protocoles adaptés pour I’extraction des flavonoides, il y a ’exemple de
celui de Magalhaes. F et coll (2000) qui, a partir des racines séches de Lonchocarpus
atifolius, utilise successivement 1’éther de pétrole (30-60C), CH2Cl2 et MeOH pendant 60 h
dans un appareil de Soxhlet. Apres évaporation du solvant, l'extrait d'éther obtenu est une
huile jaune visqueuse, I’extrait de dichlorométhane et celui de méthanol sont une gomme
brune. Une partie de I’extrait d'éther a été¢ soumise a la chromatographie sur gel de silice élué
avec I'¢ther et dont la polarité d’éluent a été graduellement augmentée par l'addition de
CH2Cl2, AcOEt et MeOH pour fournir 283 fractions réduites a leur tour en 43 fractions.
L’analyse a permis d’isoler 12 flavonoides.

En 2000, N. Fonseca et coll ont isolé¢ des flavonoides a partir de Araucaria
angustifolia au moyen d'éthanol a température ambiante. L'extrait brut est suspendu dans un
mélange méthanol/eau (4:1, 300 ml) divis¢ avec de I’ hexane (3x300 ml) et du
dichlorométhane (3x300 ml). La fraction de dichlorométhane a ¢été soumise a la
chromatographie sur colonne élué avec du (CH2Cl2: MeOH) aux polarités croissantes ensuite
a la chromatographie sur couche mince pour donner deux composés et leurs isomeres.

En 2001, Z. Akdemir et coll isolérent deux flavonoides en extrayant le matériel
végétal avec MeOH. Apres I’évaporation sous vide, le résidu a été divisé entre HCCls et H20,
la phase aqueuse lyophilisée et analysée par CC (polyamide) élué¢ avec H20 puis avec un
mélange (H20-MeOH) de polarité croissante.

En 2002, M. Soliman et coll isolérent deux kaempferol acylylé glycoside a partir des
fleurs de Foeniculum vulgare et F.Dulce avec EtOH (95 %) donne un résidu sec. Une masse
de 5g de résidu est suspendue dans I’eau (250ml) et divisé respectivement avec de 1’éther de
pétrole, du chloroforme, de I’acétate d’éthyle et du n-Butanol. Le fractionnement d’extrait
acétate d’¢thyle a ¢été réalisé par chromatographie d’adsorption sur colonne en utilisant
comme ¢luant le chloroforme et 1’acétate d’éthyle de polarité croissante (5% a 100%). Les
deux composés ont ét¢ purifie avec chromatographie sur colonne (CC) apres fractionnement.

P. Sauleau et coll (2003) ont isolé trois flavonoides a partir de la partie arienne du
Tanacetum parthenium macérée avec de 1’acétate éthylique a température ambiante pendant
24 heures. Apres filtration et évaporation du solvant, 1'extrait a subit une deuxieme macération
avec le méme solvant. Les extraits ont été dissous dans le MeOH . L'extrait methanolique a
été évaporé sous vide et le résidu a été partagé entre l'eau et le chloroforme. La partie
chloroformique est fractionnée ¢lué avec le chloroforme.

En 2003, M. L. Crublet et coll isol¢rent trois Glycosides acylés de flavonol a partir

de la feuille de Planchonia grandis. Les feuilles ont ét¢ macérés a température ambiante dans
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de 1'é¢ther de pétrole pendant 24 heures. Ces derniéres, délipidées, sont bouillies dans un
mélange MeOH /H20 (40:10) pendant 15 heures. Apres refroidissement et filtration, I'extrait
aqueu-méthanolique est évaporé pour fournir un résidu qui est dissous a son tour dans du
MeOH. La solution méthanolique est ajoutée a 1’acétone pour donner un précipité, et une
partie de l'extrait obtenu est purifiée par VLC. L’extrait est soumis a la CC utilisant un
gradient de CH2Cl2 / MeOH qui fourni un mélange des flavonoides qui sont purifiés par
HPLC.

A. Yenesew et coll (2004), ont isolé des flavonoides a partir des tiges d’E.abyssinica
par percolation froide avec l’acétate d’éthyle, aprés évaporation du solvant sous pression
réduite. Une portion de D’extrait a été fractionnée par CC ¢€lué¢ avec n-hexane par une
augmentation de polarité (10%,20%,30%,40%,50%,60%,80%et100%) de dichlorométhane.
Une des fractions subit une chromatographie sur gel de silice. Ce dernier, imbibé par 1’acide
oxalique ¢€lué avec 2% d’acétate d’éthyle dans I’hexane et purifi¢ avec PTLC (5% d’acétone
dans I’hexane), a donné des composés purs (flavonoides).

Une technique, réalisée par A. Ponce et coll (2004) pour I’isolement de quatre
flavonoides, utilise un matériel végétal écrasé qui est ensuite extrait avec EtOH 98% a
température ambiante pendant 4 jours (1.5 de EtOH pour un gramme de matériel végétal
séché). L'extrait d’éthanol obtenu individuellement de tige et des racines de B. alba ont été
filtré et évaporé, le résidu dissoudre dans I’eau (150ml). Les solutions aqueuses ont été alors
extraites successivement avec I’hexane, AcOEt et CH2Clz2 (3x50ml). Les fractions organiques
obtenues ont été combinées dans [’hexane.

Les fractions d’AcOEt et CH2ClL2 sont évaporées a sec et analysées par CCM ¢éluces
avec AcOEt-CH2Cl2-HCO2H (8 :12 :1). Les composés d’extrait d’AcOEt ont été séparés par
la chromatographie préparatif CCM. Apres 1’évaporation des fractions organiques combinée,
les quatre composés principaux ont été obtenus.

En 2004, M. Bassomo et coll, ont isolé et caractérisé neuf flavonoides a partir des
feuilles de Ochna afzelii découpées, séchées a 1’air libre puis finement broyées. La poudre
obtenue a ¢été extraite au MeOH a froid pendant 48 heures. La pate verte foncée a été lavée a
I’éther éthylique et la partie insoluble a été fractionnée par CC sur gel de silice avec un
gradient CH2Cl2 / MeOH de polarité croissante.

M. Chacha et coll (2005) ont réalisé¢ une extraction a partir des tiges seches broyées
en poudre de Erythrima latissima utilisant un mélange HCCIls/ MeOH (1:1). Apres
évaporation du solvant, le résidu de couleur marron a ¢été dissous dans l'eau et divisé

successivement entre HCCl3 et n-BuOH. L’extrait de HCCl3 subit une chromatographie par
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colonne normale en éluant HCCl3 / EtOAc (6:1). Quatre composés flavonoides ont été isolés
apres une analyse par CCM des résultats de fractionnement].

M. Machado et coll (2005) isolérent quatre flavonoides : chalcone-flavone et
biflavone a partir des feuilles de Aristolochia ridicula par extraction exhaustive a température
ambiante successivement avec de I'hexane, I’acétone et EtOH et, les extraits étaient alors
individuellement concentrés. L'extrait acétonique brut a ¢été partiellement dissous dans
MeOH/H20 (40:10) pour donner une solution et un précipité. La fraction soluble a été ajustée
sur MeOH-H:0 (3:2) et lavée avec CHCI3 concentré puis fractionnée sur de Sephadex Lh-20
(MeOH) pour donner quatre produits.

En 2005, T. Ngadjui et coll séparent des chalcones et flavones a partir des tiges du
Dorstenia angusticornis et Dorstenia barteri. Un kilogramme de chaque plante a été
successivement macéré dans CH2Clz / MeOH (1:1) et MeOH respectivement pendant 24
heures et 4 heures a température ambiante. Les extraits ont ét¢ combinés et évaporés a sec
jusqu'a l'obtention d'un résidu vert foncé. Une partie du résidu est soumise au VLC et éluée
avec de I’éther de pétrole /40-60/ acétate d’¢éthyle (mélange), EtOAc et MeOH pour donner 54
fractions. L’analys¢ par CCM a permis d’identifier 5 produits purs.

Lapornik B. ef al. (2005) ont montré qu’une extraction aqueuse a température
ambiante, a partir du marc de raisin, conduisait a 1’obtention d’un extrait contenant 340.2 +
5.6 mg de polyphénols totaux et 78.6 = 8.6 mg d’anthocyanes par litre de solution,
respectivement, aprés 12h de macération a température ambiante. Dans les mémes conditions,
un mélange éthanol/eau (70:30) a permis de multiplier par 4 la concentration en composés
phénoliques totaux (soit 1448.6 = 5.6 mg/L) et par 12 la concentration en anthocyanes (995.1
+ 9.2 mg/L). Un mélange binaire méthanol/eau (70:30) permet d’accroitre les rendements en
composés phénoliques totaux (jusqu’a 2025.5 £+ 8.6 mg/L aprés 12h de macération) mais ne
permet pas d’améliorer D’extractabilit¢é des anthocyanes (Lapornik B. et al., 2005).
L’augmentation de la concentration d’alcool d’un mélange hydro-alcoolique réduit la
constante diélectrique de ce mélange et augmente la solvatation des molécules de polarité
inférieure a I’eau, comme c’est le cas pour les polyphénols (Cacace J. et al., 2003). D’autre
part, le méthanol semble étre un meilleur solvant que I’éthanol pour I’extraction des
monomeéres de flavan-3-ols (catéchine, I’épicatéchine et 1’épigallocatéchine) a partir de pépins
de raisins, tandis qu’un mélange acétone/eau (70:30) permettait une récupération maximale
des composés phénoliques totaux, et particulierement des procyanidines (Kallithraka S. et

al., 1995).
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4.2.2 — Extraction et hydrolyse des acides phénoliques

Les solvants les plus couramment utilisés pour 1'extraction des acides phénoliques des
matrices végétales sont 1'éthyle acétate (Azar et al.1987, Ferndndez de Simoén et al.1990,
1992), éther diéthylique (Fernandez de Simoén et coll. 1990, 1992), du méthanol ou du
méthanol aqueux (Kuninori et Nishiyama 1986, Torres et Al. 1987, McRae et al. 1990,
Tomaés-Lorente 1992).

L’hydrolyse enzymatique avec la glucosidase ou I'hydrocinnamoyl-quinate estérase a
été effectuée pour l'analyse des acides phénoliques (Kanes et al.1993). Cependant,
I'hydrolyse acide et alcaline est la plus couramment utilisée pour la détermination des acides
phénoliques dans les plantes (Lee et Widmer 1996). L'hydrolyse acide a été effectuée en
chauffant 1'échantillon avec HCI pendant 2 h (Kuninori et Nishiyama 1986).

L'hydrolyse de 'acide benzoique et des esters d'acide cinnamique avec un alcali peut
étre effectuée avec NaOH a température ambiante pendant 4 a 24 h (Seo et Morr 1984,
Torres et al. 1987, Peleg et al.1991, Roussef et al. 1992a, b, Rommel et Wrolstad 1993a)
ou pendant 90 min a 60°C sous atmosphere inerte (Kuninori et Nishiyama 1986).

Rommel et Wrolstad (1993a) ont test¢ 1’hydrolyse acide par HCI et 1’hydrolyse
basique par NaOH dans l'analyse de la composition phénolique (acide ellagique, acides
hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques, flavonols et flavan-3-ols) de jus de
framboise rouge. Le motif phénolique de 1'échantillon qui a subit une hydrolyse alcaline était
trés similaire a celui de I'échantillon hydrolysé a l'acide du méme jus. Un seul composé
d'acide ellagique a été hydrolysé plus efficacement dans les conditions alcalines que dans les
conditions acides (Rommel et Wrolstad 1993a).

Hollman et Venema (1993) ont testés 1’extraction et 1’hydrolyse acide de l'acide
ellagique des noix et des baies (fraise, mire, rouge framboise) en utilisant différentes
concentrations de HCI et de méthanol aqueux avec une variation de période d'hydrolyse. Les
caractéristiques d'hydrolyse des ellagitanins de noix (optimum 5 M HCI dans 57% de
méthanol aqueux pendant 1 h) différaient de ceux des baies (optimum 3,5 M HCI dans 72%

aqueux méthanol pendant 4 a 8 h).
En général, l'optimisation des conditions d'extraction et d'hydrolyse est toujours

nécessaire lorsque les acides phénoliques sont quantifiés a partir de fruits ou d'autres matiéres

végétales (Lee et Widmer 1996).
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4.3 — Intensification de I’extraction des composés phénoliques par méthode combinées

Si le procédé classique a été largement étudié et optimisé pour la production d’extraits

phénoliques a partir de coproduits viticoles, a 1’échelle industrielle, ce dernier peut toutefois

étre intensifié grace a ’utilisation de technologies alternatives. Ces technologies incluent :

Le pré-traitement biologique de la biomasse, par hydrolyse enzymatique des tissus
végétaux.

Les pré-traitements physiques (ultrasons, champs électriques pulsés et décharges
¢lectriques haute tension) induisant la dénaturation, voire la rupture, des structures
vacuolaires et/ou pariétales des tissus végétaux. Ces traitements peuvent ¢galement
étre utilisés en tant que technologies d’assistance lors de 1’extraction solide / liquide et
peuvent étre réalisés a température constante.

le traitement (ou pré-traitement) thermique de la biomasse induisant également la
déstructuration des structures végétales. On peut notamment citer les microondes et le
chauffage ohmique.

I’extraction assistée par fluides supercritiques dans des conditions de températures et
de pressions élevées. Les fluides a 1’état supercritique (CO2 supercritique, eau sous-
critique) présentent un certain nombre d’avantages comparativement au solvant
liquide, et notamment un coefficient de diffusion élevé, une tension superficielle faible

et une viscosité faible, menant a un transfert de masse plus favorable.

Le tableau 16 regroupe quelques études réalisées sur la biomasse viticole pour

I’intensification de I’extraction des composés phénoliques pour chacune des technologies

citées ci-dessus.
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Tableau 16 : Traitements alternatifs pour 1’amélioration de I’extraction des

composés phénoliques a partir de la biomasse viticole.

Technologies alternatives pour le traitement

de la biomasse viticole

Ultrasons (US)

Décharges électriques haute tension
(DEHT)

Champs ¢électriques pulsés (CEP)

Chauffage ohmique (CO)

Microondes

Eau sous-critique

CO:z2 supercritique

Traitement enzymatique

Références

(Cho.Y et al., 2006; Corrales M. et al., 2008;
Gonzalez-Centeno M. et al., 2015; Gonzalez-
Centeno M.R. et al., 2014; Nadia P. et al.,
2010; Novak I. et al., 2008; Zhong Z.S. et
al., 2005)

(Boussetta N. et al., 2009a; Boussetta N. et
al., 2013b; Boussetta N. et al, 2014;
Boussetta N. et al., 2011; Boussetta N. et al.,
2012b; Rajha H. et al., 2015a)

(Boussetta N. et al., 2009b; Boussetta N. et
al., 2012b; Corrales M. et al., 2008; Delsart
C. et al., 2012; Donsi F. et al., 2010; Lopez
N. et al., 2008a,b et 2009 ; Puértolas E. et al.,
2013; Rajha H. et al, 2015a) (Mhemdi H.
2013a). Mhemdi H. et al 2013a).

(El Darra N. et al., 2012)

(Dang Y.Y. et al.,, 2013; Hong N. et al.,
2001; Li Y. et al., 2011; Liazid A. et al.,
2011; Pérez-Serradilla J. et al., 2011; Zhang
G.etal.,2013)

(Aliakbarian B. et al., 2012; Garcia-Marino
M. et al., 2006; Monrad J.K. et al., 2012)

(Casas L. et al., 2010; Murga R. et al., 2000;
Pinelo M. et al., 2007; Vatai T. et al., 2009)

(Rajha H. et al., 2015b; Ratnasooriya C.C. et
al.,2012)
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L'extraction des composés phénoliques peut étre effectuée en combinant deux ou
plusieurs techniques. Cette combinaison permet de tirer des avantages des différentes
méthodes d’extraction pour augmenter I'efficacité de 'opération d'extraction (Shirsatha et al.,
2012). Les approches combinées pourraient étre appliquées de maniere séquentielle
(technologie de chute de pression instantanée controlée et 1’extraction assistée par ultrasons
(DIC-UAE) ou simultanément (extraction enzymatique assistée par ultrasons, extraction par
fluide supercritique assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes et ultrasons)
(Pico, 2013).

En (2013), Allaf et ses collaborateurs ont rapporté que 1'utilisation séquentielle de DIC
et UAE pour l'extraction des composés phénoliques des écorces d’orange améliore les
rendements en naringine et en hespéridine. Les auteurs expliquent ce phénomene par le fait
que le traitement DIC et UAE conduit a une expansion de la structure cellulaire. Quel que
soit le type du solvant, I’expansion de la structure peut étre considérablement intensifiée par
I'amélioration de la diffusivité du solvant a I'intérieur du solide (Allaf et al. 2012).

Luengo et al. (2013) ont utilisé¢ séquentiellement le champ électrique pulsé (60 ps, 20
impulsions, 5 kV/cm) pour améliorer I'extraction des composés phénoliques des écorces
d’orange (eau, m/v: 40g: 4 ml, 30 min, 5 bars). Les résultats ont montré que le traitement des
¢écorces d’orange par champ électrique puls¢ (PEF) a 5 kV/cm augmente la quantité¢ de
naringine et d'hespéridine dans l'extrait de 1 a 3,1 mg/100 g de matiére végétale humide et de
1,3 a 4,6 mg/100 g de matiere végétale humide, respectivement. Les auteurs ont rapporté que
PEF induit une perméabilisation des membranes cytoplasmiques, facilitant la libération des
composés intracellulaires des cellules, donnant ainsi une augmentation des rendements

d’extraction des différents composés (Luengo et al., 2013).

5 — Conclusion

L’extraction conventionnelle par solvant des antioxydants naturels d’une matrice
végétale permet d’obtenir des rendements assez élevés en antioxydants phénoliques cependant
elle provoque la plupart du temps une dégradation des composés thermolabiles des extraits a
cause de [l’utilisation de températures élevées (70-100°C) et/ou des longues durées
d’extraction (1h-24h). Pour améliorer I’extraction de ces composés, d’autres moyens sont
appliqués afin d’intensifier la procédure d’extraction tels que I’extraction assistée par
ultrasons, 1’extraction assistée par micro-ondes ou I’extraction par fluide supercritique la

détente flash ...etc.
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L’extraction assistée par ultrasons semble étre une technique de choix pour les
composants thermolabiles car elle utilise des basses températures (30-40°C) pendant un temps
d’extraction réduit (10-60 min) et des puissances des ultrasons modérées (30-150 W).

L’extraction assistée par micro-ondes est utilisée pour séparer les antioxydants
naturels polaires et non polaires durant un temps d’extraction réduit (49s — 12min). Cette
méthode peut étre réalisée en utilisant une large gamme de solvants organiques et ne nécessite
pas de conditions sélectives pour extraire les composés bioactifs.

L’extraction par CO2 supercritique peut étre appliquée sans solvant ou en utilisant de
faible quantité de solvant. Cette méthode permet aussi d’obtenir des molécules d’une grande
pureté. Cependant, I'extraction par fluide supercritique, qui utilise exclusivement le CO2
comme solvant d'extraction est limitée a 1’extraction des composés apolaires et I’emploi d’un
co-solvant est le plus souvent nécessaire. Les principaux avantages de cette technique se
résument a son caractére écologique et la pureté de I’extrait et/ou du composé obtenu.

Des approches combinées pour ’intensification de I’extraction ont été proposées par
certains auteurs par 1’utilisation de technologies alternatives telles que l'extraction par les
champs ¢lectriques et la détente instantanée controlée (DIC) couplée a I’extraction assistée
par ultrasons (DIC-UAE) ou I’extraction enzymatique assistée par ultrasons, ou encore
I’extraction par fluide supercritique assistée par ultrasons et I’extraction assistée par micro-
ondes couplée a ’ultrasons ; et cela dans le but de profiter au maximum des avantages des

différentes méthodes d'extraction et limiter leurs inconvénients.
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Chapitre IV

Caractérisation des antioxydants naturels par méthodes
Spectroscopiques et Chromatographiques

&

mesure de leurs activités antioxydantes.
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1- Introduction

Les produits naturels d’origine végétale - extraits, huiles essentielles, résines -sont de
nos jours treés recherchés. Ils se présentent pratiquement toujours sous forme d’un mélange
complexe constitué¢ de plusieurs dizaines — voire d’une centaine et plus — de composés en
proportions variables. Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiére premicre
destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie et
I’agroalimentaire. De plus, dans le domaine industriel, les molécules qui peuvent en étre isolées,
dans la plupart des cas optiquement actives, constituent des substrats intéressants pour [’hémi-
synthése de produits pharmaceutiques, de vitamines, de substances odorantes, etc (Bruneton,
1993).

Le double objectif identification/quantification est difficile a atteindre a cause de la
complexité des matrices végétales mais surtout a cause de 1’absence de méthodes standardisées
car les techniques sont souvent spécifiques en fonction du domaine d’application. Ainsi, méme
I’identification d’un composé¢, déja connu, peut s’avérer délicate en 1’absence de comparaison
aisée avec des données antérieures (Verpoorte ef al. 2010).

Le double objectif identification/quantification consiste a déterminer la composition
chimique de chaque huile essentielle et extraits par différentes méthodes analytiques
spectroscopique et/ou chromatographiques. De maniére conventionnelle, 1’étude de la

composition chimique d’un mélange naturel complexe peut étre réalisée selon différentes voies

(Figure 71):

CPG-SH CPG(R)-SH CPG-LPG
CPG-SH-SM CPG{TF IR CPG (TFIR)-SW
HPLC-SM HPLC.CPG-SM HPLC-RIN-1H

CPG(IR) ZRG (TFIR)
CPG-M5 CRG V)
HF'LCIIR.I HPLCTFIR)

RIA N

\&'@k HbLC CRe HSM*|R*RMH|'+&HE /

Figure 71 : Les méthodes d’analyses d’un mélange complexe.
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La voie A est particuliérement bien adaptée aux analyses de routine (par exemple,
contrdle de la qualité) d’échantillons d’extraits végétaux dont les constituants ont déja été décrits
dans la littérature. Elle permet la quantification des constituants, avec une technique
spectroscopique ( UV , IRTF, RMN 'H RMN !3C et SM, ...), qui permet leur identification par
combinaison de leurs données spectrales avec celles de produits connus.

La voie B s’impose lorsque les constituants d’un mélange présentent des difficultés
d’identification (structures complexes et/ou trés proches). Ainsi, le travail d’analyse comporte
une étape de purification de tous les composés par différentes techniques chromatographiques
(CCM, CC, HPLC, CPG), en vue de leur identification.

L’analyse peut également étre menée selon la voie C (Figure 71), plus récente, qui fait
intervenir le couplage d’une technique chromatographique (CPG, CLHP), qui permet
I’individualisation et la quantification des constituants, avec une technique spectroscopique (UV,
IRTF, SM ...), qui permet leur identification par combinaison de leurs données spectrales avec
celles de produits connus.

Dans le but de séparer, d’identifier et de déterminer les structures des molécules,
plusieurs techniques d’analyse sont utilisées. Il s’agira dans cette partie de décrire les théories
qui accompagnent les techniques spectrométriques et chromatographiques mises en ceuvre dans
cette étude.

2- Méthodes de caractérisations des antioxydants naturels
2.1- Méthodes spectrométriques

L’identification des structures moléculaires organiques se fait généralement par
utilisation combinée de plusieurs techniques spectroscopiques : la spectroscopie de masse, la
spectrométrie infrarouge, la spectrophotométrie UV-vsible et la résonance magnétique nucléaire
du proton et du carbone.

Ces techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes
conduisant a 1’¢lucidation structurale Pour rappel, nous décrivons brievement les techniques les

plus utilisés par les phytochimistes.

2.1.1 - Spectroscopie UV- visible
La spectroscopie UV (ultraviolette) visible est une technique de caractérisation de
molécules. En effet, elle est basée sur la capacité des composés a absorber un faisceau lumineux
(Yadav, 2013). A chaque fonction organique correspond une plage d’absorption de rayonnement
lumineux dans le spectre UV-visible. L’intensité de I’absorption est aussi fonction de la nature

de liaisons chimiques (liaison 6 ou 7 ...) dans les molécules (Stem and Timmons, 1970).
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La spectroscopie UV-visible permet ¢galement de déterminer la concentration d’une
famille de molécules dans un extrait tel que le dosage des anthocyanes, polyphénol totaux,
flavonoides totaux (Giusti and Wrolstad, 2001).

Les techniques de spectroscopie U.V- visible sont des méthodes simples et rapides qui
fournissent des informations sur la nature chimique et les caractéristiques optiques des
composés. C’est une méthode quantitative et qualitative de grande utilité pour les analyses
chimiques. Dans les composés, chaque fonction absorbe a une longueur d’onde bien déterminée,
ce qui permet de caractériser les molécules. La mesure de 1’absorption U.V-visible permet
¢galement de connaitre ou de déterminer la composition chimique d’un mélange par
comparaison avec des témoins (Yadav, 2013).

Les spectres U.V-Visible des flavonoides sont caractérisés par la présence de deux pics
d’absorption maximale. La premiére dans la gamme 240-285 nm (bande II, principalement due a
I'absorption du cycle A) et la deuxiéme dans la gamme 300-550 nm (bande I, due a I'absorption
du cycle B). La position précise et les intensités relatives de ces absorptions maximales
fournissent des informations intéressantes concernant la nature du flavonoide et des positions

hydroxylées dans la structure (Giusti and Wrolstad, 2001).

:
g

|
0

Absorption de la partie benzoyle | Absorption de la partie cinnamoyle
bande I | bande |

Figure 72 : Les deux bandes caractéristiques d’un squelette flavonique

La substitution des flavonoides a un effet sur le déplacement de deux bandes (I, II) (le
déplacement de la longueur d’onde A). Pour identifier la substitution structurale de composé
flavonoide par spectrophotométriec UV, on utilise les réactifs de déplacement comme le chlorure
d’aluminium (AICI13), le chlorure d’aluminium acidifi¢ (AICI3/HCl), le méthoxyle de sodium
(MeONa) et l'acétate de sodium (AcONa) (Mabry et al, 1970).
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2.1.1 - Spectres U.V- Visible avec addition de réactifs
2.2.1 - Spectre UV- Visible en présence de AICI; et AICI;/ H*

L’acide de Lewis forme avec les flavonoides contenant un groupement hydroxyle en C5
ou en C3 des complexes stables et des complexes instables avec des flavonoides possédant des
groupements hydroxyles en position ortho. L’addition de 1’acide chlorhydrique décompose le
complexe formé avec les groupements hydroxyles en ortho et n’a aucun effet sur les complexes

formés avec les groupements OH en C3 ou en C5.

2.2.2 - Spectre UV- Visible en présence de MeONa

MeONa est une base forte qui ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette
flavonique. Il en résulte un effet bathochrome sur les deux bandes I et II. Ce spectre renseigne

sur la présence ou 1’absence d’un groupe hydroxyle en position 5.

2.2.3- Spectre UV- Visible en présence de AcONa
L’acétate de sodium AcONa, base faible, ionise les hydroxyles phénoliques les plus
acides de la molécule, soit les groupes 7-OH, 4’-OH et 3-OH. Un faible déplacement
bathochrome de la bande II des flavones et des flavonols traduit la présence d’un hydroxyle libre

en position 7 (Bacon J.D., et al 1976).

2.2.4 - Application de La spectroscopie UV-visible a la détection et I’identification des
flavonols et des acides phénoliques.

La spectroscopie UV-visible permet €galement de déterminer la concentration d’une
famille de molécules dans un extrait tel que le dosage des anthocyanes, polyphénol totaux,
flavonoides totaux (Giusti and Wrolstad, 2001).

Les composés phénoliques absorbent dans la région UV et le détecteur le plus
couramment utilisé¢ est un détecteur UV ou UV-vis a longueur d'onde variable (Lee et Widmer
1996, Robards et Antolowich 1997) (tableaux 2 et 3). Aucune longueur d'onde n'est idéale pour
surveiller toutes les classes de composés phénoliques car ils affichent des maxima d'absorbance a
différentes longueurs d'onde (Delage et al. 1991).

La plupart des dérivés de l'acide benzoique affichent un maximum a 246-262 nm, a
l'exception de l'acide gallique et de 'acide syringique qui ont un maximum d'absorption a 271 et

275 nm, respectivement (Torres et al. 1987). Les cides hydroxycinnamiques absorbent dans deux
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régions du spectre UV, un maximum se situant dans la plage de 225 a 235 nm et I’autre dans la
gamme de 290-330 nm (Ribereau-Gayon 1972). A 320 nm, les dérivés de I'acide cinnamique
peuvent étre détectés sans aucune interférence avec les dérivés de l'acide benzoique, qui ont une
capacité d'absorption plus ¢élevée a 254 nm. Cependant, la détection a 280 nm est la meilleure
alternative pour la détermination des deux classes de composés phénoliques (Pussayanawin et
Wetzel 1987).

La plage d'absorption de 350 a 370 nm a été largement utilisée pour les flavonols
aglycones et a 280 nm pour les flavan-3-ols et les flavonols glycosides (Robards et Antolowich
1997). L'utilisation intensive de la détection par barrette photo-diode (PDA) dans l'analyse des
flavonoides et des acides phénoliques peuvent étre attribués a la capacité de collecter des
spectres en ligne (Hertog et al.1992a, b, Rommel et Wrolstad 1993a, b, Justesen et al. 1998) sans
utiliser de techniques de débit arrété. Ce a conduit a une amélioration considérable de I'analyse
HPLC a des fins d'identification et a démontré l'utilit¢ des informations qualitatives dans
l'analyse phénolique basée sur spectre d'absorption (Jaworski et Lee 1987, Mazza et Velioglu
1992, Ferndndez de Simon et al. 1992). Le PDA présente trois avantages majeurs: la détection de
plusieurs longueurs d'onde, l'identification des pics et détermination de la pureté des pics (Lee et
Widmer 1996).

La détection UV a l'inconvénient de ne pas €tre aussi sensible ou sélective que la
fluorescence détection et les pics interférents sont plus courants. Cependant, la détection de
fluorescence n'a pas été largement appliquée aux composés phénoliques (Lee et Widmer 1996).
Dans I'analyse des composés phénoliques dans le jus d'orange, la détection par fluorescence offre
des avantages majeurs par rapport a la détection UV en termes de sélectivité améliorée et de
sensibilité (Roussef et al. 1992b). La détection de fluorescence a également été appliquée pour
l'analyse des acides phénoliques dans les kakis (Gorinstein 1994), l'acide ellagique dans les baies
et les fruits a coque (Hollman et Venema 1993) et les flavonols et les isoméres du resvératrol

dans le plasma (Hollman et al.1996) (Giachetti et al. 1999).

2.3- Spectrométrie infrarouge IR
La spectroscopie infrarouge traite de l'enregistrement de l'absorption des rayonnements
dans la région infrarouge du spectre électromagnétique. La position d'une absorption infrarouge
donnée est exprimée en termes de longueur d'onde (en micron p) ou plus communément en
termes de nombre d'onde v en cm-1 puisqu'il est directement proportionnel a I'énergie. La région
infrarouge ordinaire 2,5 -15 p (4000-667 cm-1) est la plus pratique pour les organiciens. La

région 0,8 -2,5 p (12500 - 4000 cm-1) s'appelle proche infrarouge et la région 15-200 p (667-50
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cm-1) s’appelle l'infrarouge lointain. L'absorption du rayonnement infrarouge par unemolécule
se produit en raison des changements d'énergie vibratoires et rotatifs quantifiés lorsqu'ils sont
soumis a une irradiation infrarouge. Ainsi, les spectres IR sont souvent appelés spectres de
rotation vibratoire. Les différentes bandes observées dans un spectre IR correspondent a divers
groupes fonctionnels et des liaisons présentes dans la molécule. Ainsi, la spectroscopie
infrarouge est largement utilisée pour la détection de groupes fonctionnels et l'identification de

composés organiques (Yadav, 2013).

2.3.1 - Région d'empreinte digitale

Il n'est pas possible pour deux composés différents (excepté les énantiomeres) d'avoir
exactement le méme spectre IR. Par conséquent, le spectre infrarouge d'un composé est appelé
son empreinte digitale. La région située au-dessous de 1500 cm™ est appelée région d'empreinte
digitale car chaque composé possede un motif d'absorption unique dans cette région.

Cette région contient de nombreuses bandes d'absorption causées par des vibrations de
flexion telles que les bandes d'absorption causées par les liaisons carbone-carbone, carbone-
oxygene (C-C,C-0) comme dans les alcools, les €thers, les esters, et la liaison carbone-azote (C-

N) comme dans les amines, les acides aminés, les amides (Yadav, 2013).

2.3.2 - Applications de la spectroscopie infrarouge
La spectroscopie IR est une méthode utilisée pour la détermination de la structure des
composés organiques. En effet, les vibrations moléculaires dépendent des distances
interatomiques, des angles de liaison et des forces de liaison plutot que des propriétés en vrac du
composé. Ainsi, la spectroscopie infrarouge est utilisée en chimie organique pour la détection

des groupes fonctionnels, la confirmation de 1’identité¢ des composés et le suivi des réactions.

2.3.2.1 - Détection des groupes fonctionnels
Tous les groupes fonctionnels absorbent dans une région de fréquence définie. Ainsi, la
présence ou l'absence d'une bande dans une région de fréquence définie montre la présence ou

l'absence d'un groupe fonctionnel particulier dans le composé.

2.3.2.2 - Confirmation de l'identité des composés
L'identité d'un composé est souvent établie en comparant son spectre IR a celui d'un
¢chantillon authentique. Si les spectres IR, enregistrés dans les mémes conditions, sont

superposables, ils représentent le méme composé. Le nombre de bandes, surtout dans la région
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de l'empreinte digitale, est trés utile pour 1'identification. Les spectres infrarouges d'échantillons
impurs sont habituellement flous et ont de nombreuses bandes qui ne peuvent pas étre
interprétées alors qu'un composé pur donne un spectre IR clair.
2.3.2. 3 - Suivi des réactions
La progression d'une réaction organique peut étre suivie a 1’aide d’une spectroscopie IR.
Ceci se fait en examinant les spectres IR des portions du mélange réactionnel prélevés a

certains intervalles de temps.

2.4- Spectrométrie de résonance magnétique Nucléaire RMN
2.4.1. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique utilisée pour I’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques, principalement la détermination structurale des
composés organiques. Les principaux noyaux étudiés sont le proton 'H, le carbone °C, le
phosphore 3'P, et I’azote '°N.

Cette méthode repose essentiellement sur le phénomeéne de magnétisme. En effet, les
noyaux de certains atomes ('H, '3C, etc...) possédent un moment magnétique nucléaire, c'est-a-
dire qu’ils se comportent comme des aimants microscopiques caractérisés par une grandeur
quantique appelée «spiny.

La technique de la RMN ¢étudie le comportement des noyaux atomiques en présence
d'un champ magnétique externe. Le champ magnétique appliqué aux produits entraine un
dédoublement des niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on puisse induire des
transitions entre eux, suite a 1'absorption d'une radiation ¢lectromagnétique adéquate. Différentes

techniques peuvent étre utilisées (Freeman.R ; 1988) :

2.4.1.1 - RMN monodimensionnelle (RMN — 1D)

e RMN proton ('H)

Le spectre RMN du proton est une méthode puissante utilisée dans la détermination
structurale des composés organiques inconnus. Il fournit de nombreuses informations telles que,
les différents types d’hydrogenes présents dans la molécule analysée, les différents types
d’hydrogenes présents dans l'environnement électronique, le nombre dhydrogeénes "voisins”

d’un hydrogene donné et le déplacement chimique caractéristique de chaque proton (Freeman.R ;

1988).
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e RMN carbone (13C)

Dans cette expérience, chaque atome de carbone qui est dans un environnement unique
provoque une créte distincte sur un spectre. Généralement, cette technique permet de mettre en
¢vidence tous les carbones de la molécule. L'analyse se base sur les déplacements chimiques
observés en fonction de l'environnement de chacun des atomes de carbone. Le DEPT permet la
mise en évidence des carbones primaires (CH3), secondaires (CH2), tertiaire (CH) et dans une
moindre mesure les carbones quaternaires.

On note que la différence majeure entre le DEPT 135° et le Jmod réside dans le fait que
les carbones quaternaires sont détectés avec le Jmod alors qu’ils ne le sont pas avec le DEPT

(Freeman.R ; 1988)

2.4.1.2 - RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)
Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de temps a
savoir le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines
autres expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection, c’est le temps de

mixage (Freeman.R ; 1988).

2.4.1.2.1. Corrélations homonucléaires

e La COSY ('"H - 'H): fournit des informations sur les couplages homonucléaires 2J et 3J
(protons séparés par deux ou trois liaisons) entre les protons voisins et ceux qui sont
adjacents.

e La NOESY ('H — 'H) : permet d’observer dans 1’espace, les corrélations entre protons

(effets Overhausser) d’'une méme molécule (Freeman.R ; 1988).

2.4.1.2. 2 - Corrélations hétéronucléaires
La HSQC (1JH-C) : cette technique permet d'observer les couplages chimiques entre
les carbones et les protons directement liés entre eux. Toutefois, elle ne permet pas d'observer les
déplacements chimiques des atomes de carbones quaternaires.
La HMBC (2JH-C, 3JH-C) : cette technique permet de répondre aux problémes
précédemment posés, puisqu'elle permet la détection des couplages longue distance 2JH-C, 3JH-
C et permet également de déduire les carbones quaternaires couplés aux protons (Freeman.R ;

1988).
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2.5- Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (ou spectroscopie de masse) est une techniquephysique
d'analyse permettant de détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur
masse, elle permet de caractériser la structure chimique des molécules enles fragmentant et
de réaliser des analyses quantitatives.
L'application extensive de la spectroscopie de masse dans la résolution des problémes de
structures des molécules organiques n'a commencé qu'en 1960. Cette technique est basée sur
le seul principe de la détermination de la masse d'un ion en phase vapeur. Ainsi, un
spectrometre de masse ionise I'échantillon dans un faisceau d'électrons en phase vapeur. Les
ions sont séparés selon leurs rapports masse sur charge (valeurs m/e ou m/z) et leurs spectres
de masse sont enregistrés sous la forme de raies avec leurs abondances relatives
(Yadav,2013).

En réalité, le m/e est obtenu a partir d'un spectre de masse, mais pour des raisons
pratiques, il est égal a la masse m de l'ion, car les ions multichargés sont beaucoup moins
abondants que ceux avec une seule charge (e ou z = 1). La spectroscopie de masse est utile en
analyses chimiques car elle peut :

e donner les masses moléculaires exactes ;
e montrer la présence de certaines unités structurales et leurs points d'attachement dans
la molécule ;

e donner une idée de la structure de la molécule (Yadav, 2013).

3.1.1 - Principe de spectrométrie de masse

L'analyse par spectrométrie de masse repose sur l'ionisation, généralement dans une
enceinte ou régne un vide poussé (10 4 Pa), d'une trés petite quantité d'échantillon, afin de
créer des ions ; ces especes chargées sont alors soumises a 1'action du champ électrique et/ou
magnétique, suivant les appareils. L'étude des trajectoires suivies permet de déterminer le
rapport masse/charge des ions, donc éventuellement leurnature.

La représentation sous forme graphique de I'abondance des ions sur la base. De leur
rapport masse/charge constitue le spectre de masse Celui-ci traduit la fragmentation, a
1'échelle statistique, du trés grand nombre d'especes individuelles qui composent tout produit

soumis a cette analyse, (Jensen and Gross, 1987; Thompson, 2018).
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Figure : Schéma de principe de la spectrométrie de masse

3.1.2 - Appareillage de MS
Fondamentalement, un spectrometre de masse contient 5 parties :
3.1.2.1 - Le systéme d’introduction de I’échantillon

L’échantillon peut étre introduit directement dans la source, sous forme gazeuse,
liquide (infusion directe) ou solide ou encore par l'association a une méthode séparative
(chromatographie en phase liquide, chromatographie en phase gazeuse, électrophorese
capillaire...), (Jensen and Gross, 1987).

3.1.2.2 - La source d'ionisation

Elle consiste a vaporiser les molécules et a les ioniser. Une source d'ionisation peut étre
utilisée soit en mode positif pour étudier les ions positifs, soit en modenégatif pour
étudier les ions négatifs. Il existe actuellement de nombreuses méthodes d'ionisation, chacune
¢étant adaptée a la nature de I'échantillon et au type d'analyse a effectuer, son choix est donc
crucial, (Jensen and Gross, 1987).

L'impact électronique (L.E.)

Il s'agit de la technique d'ionisation la plus ancienne. Elle consiste a obtenir, sous vide,
l'interaction d'une molécule M et d'un électron accéléré a quelques dizaines de volts

(généralement 70 eV).
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L'ionisation chimique (I.C.)
Dans ce cas, la pression du gaz réactant (comme l'ammoniac) dans la source d'ions

(P=1,1333.101 Paa 1,1333.102 Pa) est telle que des interactions entre des ions formés par
impact ¢électronique et des molécules neutres ont lieu.

L'electrospray (E.S.I.)

Il s'agit d'une technique qui permet de désolvater et d'ioniser les molécules
d'échantillons dissoutes dans un solvant sous l'influence d'un champ électrique. Elle a lieu

dans une source a la pression atmosphérique.

Spectrométrie de masse a ions secondaires avec cible liquide (L.S.I.M.S.)

Il s'agit d'une technique de désorption-ionisation par des ions rapides(Cs"

accélérés a 30 kV) en présence d'une matrice liquide.

Bombardement par atomes rapides (F.A.B.)

Des composés dissous dans une matrice liquide subissent une désorption- ionisation

grace a I'impact d'atomes énergétiques.
Désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI)

Un échantillon solide dispersé dans une matrice est irradi¢ de photons émis par un
laser dont la longueur d'onde est située dans la bande d'absorption de la matrice. On obtient la
désorption de molécules ionisées intactes. On peut observer 1'ion M*, (M + H)*, (M + Na)",
(M - H), des ions multichargés M?*, M**, M*", etc...Ainsi que des agrégats 2M*, 3M*, 2M",

etc...Mais peu d'ions fragments.

Désorption plasma (P.D.M.S)

Cette technique utilise les produits de fission de l'isotope radioactif 252 du
Californium 252 Cf pour bombarder une cible sur laquelle est déposé I'échantillon a analyser.
Le californium se désintégre en émettant des ions multichargés de trés grande énergie

cinétique (environ 100 MeV), (Thompson, 2018).

3.1.2.3 - L’analyseur

Il sépare les ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Il comporte un

systéme comprenant un secteur magnétique couplé a un secteur électrique qui permet de
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terminer le temps de vol (TOF), de chaque ion. Ces analyseurs peuvent étre couplésentre eux
pour réaliser des expériences de spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). En général, un
premier analyseur sépare les ions, une cellule de collision permet de fragmenter les ions, et un
second analyseur sépare les ions fragments. Certains analyseurs, comme les picges a ions,
constituent plusieurs analyseurs en un etpermettent de fragmenter les ions et d'analyser les

fragments directement. . Il existe 4 grands types d’analyseurs utilisant:

e un champ magnétique variable (spectromeétre de masse a secteur magnétique)
e un champ magnétique fixe (résonance cyclotronique ionique : FTMS)
e un champ ¢lectrique fixe (spectrometre a temps de vol : TOF)

e un champ électrique variable (filtre quadripolaire ; pi¢ge a ions).
3.1.2.4 - Le détecteur

Le détecteur transforme les ions en signal électrique. Plus les ions sont nombreux, plus
le courant est important. De plus, le détecteur amplifie le signal obtenu pour qu'il puisse étre

traité informatiquement, (Thompson, 2018).

3.1.2.5 - Le systeme de traitement des données

Les spectrometres de masse sont enti¢rement pilotés par un ordinateur. Cet ordinateur

effectue et controle les opérations suivantes:

e Réglage et calibrage du spectromeétre.
e Acquisition et stockage des données.

e Traitement des données et recherche dans les banques de spectres, (Jensen et Gross,
1987).
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3.1.3 - Utilité de la spectrométrie de masse

Un spectrométre de masse permet de réaliser les fonctions suivantes :

Identification des molécules : un spectre de masse peut étre caractéristique d'une
molécule. Ainsi en le comparant avec le contenu de banques de spectres, il est possible
d'identifier la molécule. La spectrométrie de masse permet de mesurer avec précision
la masse mono-isotopique d'un ion et d'en déduire sa formule brute.

Analyse structurale : Les ions moléculaires peuvent se fragmenter dans un
spectrometre de masse : dans la source d'ionisation, dans l'analyseur ou dans une
cellule de collision. Comme les fragmentations respectent des lois précises, 1'étude de

ces fragments permet de déterminer la structure des molécules ionisées.

Quantification : Un spectrométre de masse possede un détecteur tres sensible
permettant de faire une quantification fiable des molécules ionisées. (Densité optique

ou Intensité relative), (Thompson, 2018).

3.1.4 - Les avantages et les inconvénients de spectre de masse

Les avantages d’un spectre de masse sont :

Elle est utilisée pour l'analyse qualitative et quantitative des substanceschimiques.
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e FElle ne se limite pas aux masses moléculaires, elle classe également les isotopesde

I'échantillon et nous aide a trouver la structure chimique du composé inconnu.
e [l peut calculer la pureté de I'échantillon.
e Son principal avantage est qu'elle est trés sensible par rapport aux autrestechniques.

e On peut donc dire que c'est un excellent outil pour identifier ou confirmer la

présence de composés inconnus.

Les inconvénients d’un spectre de masse sont :
e Le principal inconvénient de la spectrométrie de masse est que les hydrocarburesqui
produisent des ions similaires ne sont pas identifiés.
e Elle n'est pas non plus capable de séparer les isomeres optiques et géométriques.
e La spectrométrie de masse ne permet pas non plus de distinguer les hydrocarbures

dont les ions se fragmentent de maniere similaire, (Jensen and Gross, 1987,

Thompson, 2018).

2.5.1. Méthodes d'ionisation
Les méthodes d'ionisation les plus importantes sont :
e I'impact électronique dans laquelle 1'échantillon est bombardé en phase vapeur avec un
faisceau d'é¢lectrons a haute énergie (70 eV) ;
e 'ionisation chimique dans laquelle 1'échantillon est introduit dans la chambre
d'ionisation a la pression atmosphérique avec un exces d'une substance intermédiaire

(méthane, isobutane ou ammoniac) également appelé gaz porteur.

2.5.1.1 - Ions moléculaires et fragments par impact électronique
Le bombardement avec un faisceau d'électrons a haute énergie (70 eV) arrache
I'électron ayant le plus petit potentiel d'ionisation dans la molécule pour donner l'ion moléculaire
ou ion parent M+ en phase vapeur. L'ion moléculaire donne la masse moléculaire de 1'échantillon
car la masse de 1'électron perdue de la molécule est négligeable.
L'ordre de 1'énergie nécessaire pour ¢éliminer un électron d'une molécule pour donner
I'ion moléculaire est : Paire d’¢lectrons < liaison 7 conjugué < liaison 7 non conjugué < liaison ¢

(Jensen and Gross, 1987; Thompson, 2018).

148



Dans les alcanes, 1'élimination d'un électron a partir de liaisons C-C est plus simple que
celle des liaisons C-H. L'énergie requise pour éliminer un électron a partir de molécules
organiques neutres est d'environ 10-12 eV. En pratique, on utilise une énergie beaucoup plus
¢levée (70 eV) qui provoque une fragmentation supplémentaire de 1'ion moléculaire résultant en

un fragment d'autres ions filles (Jensen and Gross, 1987).

2.5.1.2. Spectre de masse et pic de base

Le spectre de masse d'un composé est représenté graphiquement en tragant les valeurs
m/e des divers ions (ions moléculaires et ions fragments) par rapport a leurs abondances
relatives. Parfois, le pic de 1'ion moléculaire lui-méme peut étre le pic de base. Généralement, les
spectres de masse sont représentés sous la forme d'un graphique a barres (Loudon and Maccoll,
1970).

2.5.1.3. Reconnaissance de l'ion moléculaire (parent), pic et détection des isotopes

La reconnaissance du pic de l'ion moléculaire M" (pic parent) dans le spectre de masse
d'un composé¢ organique est trés importante car elle donne la masse moléculaire du composé.

Le pic d'ion moléculaire est le pic du nombre de masse le plus €levé a lI'exception des
pics isotopiques aux nombres de masse M*!, M*? etc. (M = masse de 1'ion moléculaire). Les pics
isotopiques (satellites) apparaissent en raison de la présence d'un certain nombre de molécules
contenant des isotopes plus lourds que les isotopes communs. Puisque I'abondance naturelle des
isotopes plus lourds est généralement beaucoup plus faible que celle de 1'isotope le plus léger, les
intensités des pics isotopiques sont trés faibles par rapport au pic parent. Cependant, pour les
composés contenant du chlore, du brome ou du soufre, les pics isotopiques sont importants. Le
pic isotopique M di a la présence d'un atome de chlore ou d'un atome de brome est
respectivement de 33% et 50% du pic de l'ion moléculaire. Ainsi, dans un composé chloré ou
bromé, le rapport d'intensité des pics M* et M*? sera respectivement de 3 : 1 ou 1 : 1. Cela est dii
a 'abondance naturelle de 37,6% de I’isotope 37Cl par rapport a 75,4% de 1’isotope 35Cl et a une

abondance presque €gale des isotopes 79Br et s1Br (Thompson, 2018).

2.6 - Application de la spectroscopie de masse
La spectroscopie de masse est devenue au fil du temps un outil incontournable dans la
chimie organique des substances naturelles. Elle est d’une grande utilit¢ dans la détermination
des structures moléculaires. Elle est trés souvent couplée a une technique de chromatographie.
Comme exemple le couplage entre la chromatographie capillaire en phase liquide et la

spectroscopie de masse a permis de dresser le profil de métabolites secondaire d’Arabidopsis
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(Von Roepenack-Lahaye et al., 2004) ; la spectrométriec de masse a été utilisée aussi dans
I’identification des flavonoides glycosilés (Stobiecki, 2000) ; elle a aussi été utilisé¢ dans la mise
en place d’une base de données de métabolome de la tomate en couplage avec la

chromatographie liquide (Moco et al., 2006).

2.7 - Identification des métabolites secondaires par les ions parents issus de la
fragmentation par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse, trés souvent couplée a la chromatographie en phase gazeuse,
est utilisée pour identifier les molécules. Plusieurs travaux ont permis de donner des approches
de coupures de molécules comme des flavonoides (Hvattum and Ekeberg, 2003; Justesen, 2001;
Stobiecki, 2000), les alcaloides (Takats et al. 2004) et les terpenes et terpénoides (Bursey et al.,
1973; Dass and Stout, 1993; Jensen and Gross, 1987; Korfmacher, 2013; Loudon and Maccoll,
1970; Sastia and Eiichiro, 2015).
Les figures 73 a 77 résument des exemples de coupures des plus souvent rencontrées dans les

différentes familles de métabolites secondaires
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Figure 73: Voies de fragmentations caractéristiques en mode positif des flavones et

(Justesen, 2001).

1‘3A+""_
Rz Hl
HO o
RB L 1 .EB+
OH o

-CO
14g* o4 —» "“B*-2H-CO

150



Figure 74: Voies de fragmentations caractéristiques en mode positif des flavanones

(Justesen, 2001).
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Figure 75: Voies de fragmentations caractéristiques en mode positif des flavonols

Le mode négatif est trés utilisé dans 1’analyse par MS des flavonoides car il est plus
sensible que le mode positif et produit un schéma de fragmentation 1égérement différent

apportant des informations nouvelles et complémentaires (Portet et a/., 2008)
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Figure 76: Fragmentation d’un flavonol (quercétine) (Hvattum and Ekeberg, 2003).

Le mod¢le de base de décomposition, décrit dans les figures 71 a 76, a été énoncé par
Domon et Constello en 1988. La figure 75 résume les différentes voies de coupure d’un

flavonol (quercétine) (Domon and Costello, 1988).
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La fragmentation des molécules en spectrométriec de masse dépend aussi du type
d’ionisation du spectrométre. Les figures suivantes résument les différentes fragmentations

possibles pour le noyau d’un flavonoide en fonction du mode ionisation (positif ou négatif).

La figure 77 (ionisation en mode négatif) et (ionisation en mode positif) décrivent ces
fragmentations pour une meilleure compréhension. La nomenclature adoptée est celle de Ma et
Dougherty (Ma and Dougherty, 1997). Les notations A" et "B~ sont utilisées pour désigner les
ions produits contenant les cycles, respectivement A et B et les notations 1 j concernent les

liaisons qui ont été scindées.

Figure 77 : Nomenclature simplifiée des voies de fragmentation des flavanes et flavanols en
mode positif et négatif (Wolfender et al. 2000)

Parmi les outils analytiques actuellement disponibles, la spectrométrie de masse est la
meilleure méthode par rapport aux autres méthodes comme IR et RMN en raisonde sa
sensibilité, de sa sélectivité et de sa capacité a effectuer rapidement des analyses quantitatives

et qualitatives.

3 - Techniques chromatographiques
La chromatographie englobe une série de techniques qui ont en commun la séparation
des composants d'un mélange. L’échantillon a séparer est entrainé par un courant de phase
mobile (gaz ou liquide) le long d’une phase stationnaire (papier ou silice...). La
chromatographie analytique est utilisée pour identifier ou doser les composés chimiques d’un
mélange. La chromatographie préparative est utilisée pour séparer ou purifier les composantes
d’un mélange (Giddings, 2002).
Le mélange a séparer et analyser peut étre un gaz, un liquide ou un solide. Le résultat de
cette interaction est la distribution différente des composants de 1'échantillon entre les deux
phases, entrainant la séparation du composant de I'échantillon en zones ou bandes. Le principe

qui régit la séparation chromatographique constitue le fondement de la plupart des méthodes
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physiques de séparation, par exemple la distillation et l'extraction liquide-liquide (Grob, 2004;
Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

La séparation des composants de 1'échantillon peut étre réalisée par les techniques
suivantes : Chromatographie sur Couche Mince (CCM), chromatographie sur couche mince
haute précision (HPTLC), chromatographie liquide haute pression (HPLC) et chromatographie
en phase gazeuse (GC). Dans cette partie, nous aborderons la CCM, la HPTLC, la GC et la
HPLC.

3.1. Chromatographie sur couche mince (TLC)

Des méthodes de chromatographiques sur papier ont été développées pour les
flavonoides dans les années 1950 et 1960 (Markham 1982, Robards et Antolowich 1997). Ces
techniques ont ét¢ remplacées par des chromatographies couches minces (CCM) dans les années
1970, fournissant une technique peu colteuse et utile pour 1’analyse simultanée de plusieurs
¢chantillons (Robards et Antolowich 1997, Harborne 1998).

Le choix d'une phase stationnaire et d'un solvant appropriés dépend de la ou des classes
de flavonoides a examiner. Les flavonoides hydrophiles, tels que les flavonols, peuvent étre
facilement séparés par CCM sur polyamide ou la cellulose microcristalline (Wildanger et
Herrmann 1973, Robards et Antolowich 1997).

TLC est encore couramment utilisé pour les séparations préparatoires (Lee et Widmer
1996) et comme solution rapide a faible colit méthode de criblage pour déterminer les classes de
flavonoides présentes dans les fruits (Fernandez de Simon et al. 1992) et le miel (Sabatier et
al.1992).

Les applications CCM pour l'analyse quantitative des acides phénoliques sont
généralement effectuées en utilisant des chromatographie sur des couches de cellulose ou de
silice et séparation des composés avec un mélange de supports d'hydrocarbures (toluéne, dioxane
ou benzeéne) et modificateurs organiques polaires (acétone, butanol, éthanol ou acide acétique)

(Azar et al. 1987, Regnault-Roger et al. 1987, Srisuma et al. 1989, Agbor-Egbe et Rickard 1990).

Les avantages du criblage de l'extrait d'échantillon par CCM avant HPLC sont la
détection de contaminants susceptibles d'absorber jusqu'a la phase stationnaire dans la colonne
HPLC, ou la détermination des conditions de solvant nécessaires pour une séparation réussie des

composés phénoliques (Fernandez de Simoén et al. 1992, Lee et Widmer 1996).

3.2. Chromatographie sur couche mince a haute performance (HPTLC)

Une nouvelle approche de détermination analytique de substances naturelles a été mise
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au point avec la HPTLC (Nicoletti et al. 2012). La chromatographie sur couche mince a haute
performance (HPTLC) est trés utilisée dans les analyses qualitatives (Stahl, 1956). Avec le
développement de couches pré-revétues modernes et l'introduction d'équipements partiellement
ou totalement automatisés des analyses quantitatives trés précises sont maintenant possibles
(Hahn-Deinstrop, 2007).

La HPTLC est largement utilisée pour l'analyse qualitative de composés organiques
isolés des composés purs a partir de mélanges a plusieurs composants. De nombreux types de
plaques pré-revétues de CCM et de HPTLC sont commercialisés, par exemple celles avec des
couches d'adsorbant inorganiques (silice ou gel de silice et alumine) et organiques (polyamide,
cellulose), polaires liées de maniere covalente, (diol, cyanopropyle et aminopropyle) et non
polaires (RP2, RP8, RP18). Les adsorbants appliqués en HPTLC ont des caractéristiques de
surface différentes et, par conséquent, des propriétés physicochimiques différentes. De plus, il
existe un large choix de phases mobiles qui peuvent étre utilisées pour séparer les composants du
mélange. Celles-ci ont des propriétés différentes en tant que donneurs de protons, accepteurs de
protons et dipdles. En HPTLC, 1'absorption ultraviolette (UV) des solvants de la phase mobile
n’influence pas la détection et la quantification des analytes, car la phase mobile est évaporée
avant la détection. La viscosité élevée d'un solvant peut étre considérée comme une propriété
unique limitant son choix en tant qu’¢luant. La multitude de types des phases mobiles et fixes
donne une abondance de combinaison possible rendant la technique personnalisable aux
mélanges complexes d’extraits de plantes.

La HPTLC est également une technique simple pour effectuer des séparations
bidimensionnelles. Un seul échantillon est appliqué dans le coin d'une plaque, et la couche est
développée dans la premiére direction avec la phase mobile 1. La phase mobile est séchée par
¢vaporation, et la plaque est ensuite développée avec la phase mobile 2 a un angle droit
(perpendiculaire ou direction orthogonale) ; la phase mobile 2 a des caractéristiques de
sélectivité différentes par rapport a la phase mobile 1. De cette maniere, une séparation complete
peut étre obtenue de mélanges trés complexes tels que les extraits végétaux sur toute la surface
de la couche (Waksmundzka-Hajnos et al. 2008).

L’une des caractéristiques tres utile dans I’interprétation d’un chromatogramme HPTLC
est la référence frontale. La référence frontale est le rapport entre le front de solvant, (distance
parcourue par 1’éluant de la ligne de dépot jusqu’a la ligne d’arrét de I’¢élution), et le front de la
tache (distance entre la tache du composé et la ligne de dépot). De part cette définition, la
référence frontale est comprise entre 0 et 1. Elle dépend des conditions expérimentales (nature de

la phase fixe et de la phase mobile). Lorsque les conditions expérimentales sont conservées, la
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référence frontale est une caractéristique du composé et peut étre utilisée pour identifier un
composé en fonction d’un standard (Litvinova, 2006).

La HPTLC est utilisé pour réaliser I’identification de métabolites secondaires. En effet,
elle est souvent couplée avec la spectrométrie de masse et UV dans I’identification de
métabolites secondaires des éponges marines (Kloppel et al. 2008). L’identification et la
quantification de composés dans des poches de perfusion pour de la chimiothérapie a été réalisé
en utilisant une HPTLC (Paci et a/l. 2003). Elle sert aussi a réaliser les études phytochimiques sur

les terpénoides des plantes médicinales (Yamunadevi et al. 2011).

3.3. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide haute performance est la plus puissante de toutes les
techniques chromatographiques. La chromatographie en phase liquide a haute performance est
une technique qui découle de l'application a la chromatographie liquide (LC) des théories et
de l'instrumentation développées a l'origine pour la chromatographie en phase gazeuse (GC)
(Sandy, 1991).

La chromatographie en phase liquide a haute performance base sa technique sur la
pression de la phase mobile (I’¢luant). Elle se différencie de la chromatographie sur colonne du
fait que I’¢lution se fait par une pompe qui confére une forte pression agisssant sur la séparation
des composés (Snyder et al. 2011).

La chromatographie liquide permet de séparer les différents composants d’un mélange.
L’¢échantillon est dissous dans un solvant et passé a travers une colonne contenant une phase
stationnaire. Les différents composés dans 1’échantillon interagissent de manicre différente avec
ce matériau et se déplacent a des vitesses différentes, ce qui permet leur séparation.

Apres la séparation, les composés sont analys€s avec cette technique qui permet
d’identifier les composés en mesurant le rapport masse/charge de leurs ions. Les ions sont
séparés en fonction de leur masse et de leur charge. Le spectrométre de masse produit alors un
spectre qui peut étre utilisé pour déterminer la masse moléculaire des composés et pour
identifier la structure chimique.

L’analyse des impuretés par couplage est une technique utilisée dans de nombreux
domaines, notamment dans I’industrie pharmaceutique. En effet, la combinaison des appareils
d’analyse permet une analyse spécifique des mélanges complexes. Ces méthodes sont
utilisées pour détecter, identifier et quantifier les impuretés ou les contaminants présents dans
un échantillon.

3.3.1 - Principe de 1a méthode
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Les composants d’un systéme de chromatographie liquide haute
performance (HPLC) de base sont représentés de maniere simplifiée sur la figure. Les
composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange estintroduit
dans la phase mobile liquide (¢luant).

Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. La phase mobile poussée par
une pompe sous haute pression, parcourt le systéeme chromatographique. Le mélange a
analyser est injecté puis transporté au travers du systéme chromatographique. Les composés
en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase
stationnaire. En sortie de colonne grace a un détecteurappropri¢ les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme, (Sandy,

1991)..

Systeme
d'intégration et
d'impression

Détectem

Deétecteur | p 4y v ot
I--fl-'

Figure : Systéme de chromatographie en phase liquide de haute performance.

3.3.2 - Instrumentation de séparation physique (HPLC)

La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou HPLC) est une technique
instrumentale trés utilisée dans les laboratoires d’analyse. Elle permet de séparer les
composants d’un mélange non volatile, thermosensible, de polarités différentes afin de les
identifier et les quantifier.

C’est une technique d'analyse a la fois qualitative et quantitative, trés utilisée en
chimie analytique puisqu'elle permet une étude précise et compléte d'une espece chimique.
Elle met en ceuvre, selon la nature des interactions entre la phase stationnaire, la phase mobile

et I’échantillon analysé, des phénomenes de partage, d’adsorption, d’échange d’ions ou

156



d’exclusion, (Snyder et al., 2011).

3.3.2 - Composition d’un HPLC

Un chromatographe liquide haute pression comporte une ou plusieurs pompes qui
propulsent I'¢luant dans une colonne analytique. L'injection de 1'échantillon a analyser est
pratiquée en introduisant un faible volume de produit (quelques plL) dans I'éluant sous
pression. Apres leur séparation, les différents constituants de 1'échantillon sont détectés en

sortie de colonne. Un logiciel assure l'acquisition et le traitement des données, (Snyder et al.,

2011).

3.3.2.1 - Réservoirs de phases mobiles (éluant)

Un appareil HPLC comprend un ou plusieurs réservoirs, en verre ou en acier
inoxydable résistants a la corrosion et contenant les solvants. Des gaz ambiantscomme
I'oxygene, peuvent étre dissous dans les solvants, former des bulles dans la colonne et créer
des perturbations dans la détection.

De méme des poussi€res en suspension peuvent perturber les séparations et géner le
bon fonctionnement des pompes et des détecteurs. Il est donc souhaitable de dégazer et de

filtrer les solvants. Plusieurs techniques sont utilisées :

e Le dégazage peut étre effectue par une vive agitation, par ultrasons, par barbotage
d'hélium ou par réaction catalytique (platine sur alumine) en présence de méthanol
(dans la phase mobile) pour transformer l'oxygéne en formaldéhyde ou acide
formique.

e Un barbotage d’hélium permet de retirer environ 85% de l'oxygeéne en ~10min.
L'hélium ayant une tres faible solubilit¢ dans les solvants ordinaires, apres
barbotage, les solvants sont exempts d’hélium ; d'ou l'intérét du barbotage. Afin
d'éviter la redissolution des gaz, un barbotage constant d'hélium peut étre effectue. De
plus, l'utilisation du téflon, qui laisse passer l'air, est évitée dans les systémes

d'introduction du solvant.

3.3.2.2 - Systémes de pompage

Toute installation d’HPLC comporte au moins une pompe, pour forcer le passage de la

phase mobile a travers la colonne dont le remplissage est trés compact. Elle délivre en continu
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la phase mobile et provoque un écoulement compatible avec la séparation chromatographique.
Le systéme de pompage doit:

e Atteindre des pressions €levées : ~200 bars (20 000 kPa) ou plus.

e Etre exempt d'impulsions.

e Imposer des débits reproductibles de 0,1 a 10 ml/min.

e Résister a la corrosion et aux solvants.

ePermettre de délivrer un éluant de composition fixe en mode isocratique ou de
composition variable pour travailler en en gradient d’élution. L'élution effectuéeavec un
seul solvant de composition fixe, constante, est appelée "isocratique". La séparation est
améliorée par une ¢lution avec programmation de solvants ou "gradient d'¢lution". Deux
ou plusieurs solvants de polarité¢ différente sontutilisés. Les fractions volumiques des
solvants sont modifié¢es selon un programme préétabli.
3.3.2.3 — Injecteurs
Pour réaliser une injection dans des bonnes conditions, il convient :
- De ne pas surcharger la colonne : si I'échantillon est trop important on aboutit a des
pics tres larges et des phénomenes de traine, autant de facteurs qui concourent a
diminuer le pouvoir de résolution de la chromatographie.
- D'injecter trés rapidement.
- Pour injecter rapidement, on utilise des échantillons de faible volume.
L'injection du soluté se fait a l'aide d'une seringue a travers un septum (cloison séparant 2

cavités). La reproductibilité de cette technique est 2 a 3%.

3.3.2.4 - Vanne a boucle

Tres utilisée. Des pressions de 600 bars peuvent étre atteintes. Des bouclesinterchangeables
permettent d'injecter des volumes entre 10 et 100 uL. Certaines vannes d'injection ont des
volumes de boucle de 0,5 a 5 puL. et descendent méme a 40 pL. La reproductibilité est bonne si

la boucle a été complétement remplie.

L'échantillon introduit dans la boucle déplace la phase mobile qui s'y trouve. Il est
nécessaire d'introduire un volume d'échantillon au moins deux fois plus grand quele volume
de la boucle afin d'¢liminer toute trace d'échantillon dilue qui se crée des que cet échantillon
est introduit. Les connections de différents ports de la vanne permet une séparation
spatiotemporelle entre le remplissage de la boucle et l'injection dans la colonne. Lors du

remplissage, 1'échantillon est introduit dans la boucle a faible pression grace a une seringue
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calibrée.

3.3.2.5 — Colonnes
La colonne est la partie la plus importante du systéme, puisque c’est a cet endroit que

se fait la séparation des composés. Les colonnes sont en acier inoxydable, de longueur variant
de 5 a 25 cm avec un diamétre interne de 4 a 4,6 mm Ces colonnessont remplies de la phase
stationnaire, dont le diamétre des particules varie de 3 a 10 um. Des compagnies se
spécialisent dans la vente de colonnes pour HPLC.

Pour éviter I’obstruction et la détérioration des colonnes par les contaminants, on place
habituellement une colonne de garde plus petite et moins dispendieuse au sommet de la

colonne principale. Les colonnes de garde doivent étre changées réguliérement.

3.3.2.5.1 - Phase stationnaire (normale)
La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est trés polaire. 11 faut

donc utiliser un €luant apolaire. Ainsi lors de I'injection d'une solution, les produits polaires
sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaire qui sortent en téte.
L'inconvénient d'une telle phase, c'est une détérioration rapide au cours du temps du gel de

silice, ce qui entraine un manque de reproductibilité des séparations.

3.3.2.5.2 - Phase inverse

La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par des chaines
linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite
donc un ¢éluant B polaire (ACN, Me OH, H,O). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui
seront €¢lués en premier. Contrairement a une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la
phase stationnaire au cours du temps, et la qualit¢ de la séparation est donc maintenue

constante.

3.3.2.5.3 - Phase mobile

L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase stationnaire normale
ou a polarité inversée se répercute sur les temps de rétention des solutés. La polarité de la
phase stationnaire permet de distinguer deux situations de principe : - Si la phase stationnaire
est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire la chromatographie est dite en phase
normale :

Si la phase stationnaire est trés peu polaire, on choisira une phase mobile
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polaire (le plus souvent des mélanges de méthanol ou d'acétonitrile avec de I'eau), c'estla
chromatographie en phase inverse. En modifiant la polarité de la phase mobile, on agit sur les
facteurs de rétention k des composés. Les silices greffées conduisent en général a une perte
importante de polarité. Avec une phase greffée, I'ordre d'élution estopposé a celui auquel on
est habitué avec les phases normales.

Ainsi avec un ¢luant polaire, un composé polaire migre plus vite qu'un composé
apolaire. Dans ces conditions les hydrocarbures sont fortement retenus. On réalise des
gradients d'¢lution en diminuant au cours de la séparation la polarité de I'¢luant (ex : mélange
eau /acétonitrile dont la concentration en acétonitrile va en croissant au cours de 1'¢lution). On

peut, en mélangeant plusieurs solvants, ajuster le pouvoir d'élution de la phase mobile, [15].

3.3.2.6 — Détecteurs
Il n'existe pas de détecteur universel comme en chromatographie en phase gaz :

détecteurs a ionisation de flamme et a conductivité thermique. En HPLC, les détecteurs sont
spécifiques a chaque application.

Le volume de détecteur HPLC doit étre le plus faible possible afin de diminuer
I'élargissement des bandes. Il existe des détecteurs de propriétés de la phase mobile qui
dépendent de la présence d'un soluté : indice de réfraction, constante di¢lectrique, densité. Et
des détecteurs de propriétés du soluté, que ne possedent pas la phase mobile : absorbance

dans l'ultraviolet, fluorescence ou courant de diffusion.

3.3.2.6.1 - Détecteurs d’absorption dans UV-visible
Cette détection est basée sur l'absorption d'une lumiére monochromatique. Elle suit la

loi de Beer Lambert :
A=egAlC
€ (4) : Coefficient d’extinction a une longueur d'onde dans UV-Vis.
1 : Trajet de la lumiére a travers la solution
C : concentration molaire du soluté en mol. L™
A : Absorbance du soluté ; sans dimension

I1 existe plusieurs types d’appareils :

e A longueur d'onde fixe : A =254 ou 313 ou 365 nm de mercure (Hg) (source a vapeur
de mercure dont la raie la plus intense est isolée avec des filtres).

e A longueur d'onde variable : 200 a 700 nm dans des spectrophotometres a balayage
utilisant une source continue et un monochromateur a réseau pour sélectionner la

longueur d'onde.
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e A barrettes de photodiodes, qui donnent la valeur simultanée des intensités lumineuses
sur tout le spectre.

3.3.2.6.2 - Détecteurs d’absorption dans I’infrarouge

I1 existe deux types de détecteurs :

e Dec2.52a14.5 um (4000 a 690 cm™).

e A transformée de Fourier.

Ces deux types de détecteurs ont des cellules avec fenétres en chlorure de sodium ou
fluorure de calcium. Toutefois les larges bandes d'absorption de l'eau et des alcools
empéchent 1'utilisation de ce détecteur infrarouge dans de nombreux cas.

3.3.2.6.3 - Détecteurs de fluorescence

Certains solutés sont fluorescents ou le deviennent suite a des réactions pré ou post
colonne. Des détecteurs de fluorescence a laser permettent des détections de 1 al10 pg et

méme en dessous.

3.3.2.6.4 - Détecteurs réfractométries

[Is mesurent la différence d'indice de réfraction entre la phase mobile et la phase
mobile avec 1'échantillon. Ils nécessitent une température régulée a 0,01°C, car les indices de

réfraction varient avec la température.

3.3.2.6.5 - Détecteurs électrochimiques
Leur fonctionnement est base sur I'ampérometrie, la polarographie, la colorimétrie et

la mesure de conductivité.

3.3.2.6.6 - Détecteurs par spectrométrie de masse

Le couplage HPLC / SM est plus difficile a réaliser qu'avec la CPG car il faut éliminer
le solvant d'élution. On peut:
e Réaliser une vaporisation sélective du soluté¢ ;
e Utiliser des micro-colonnes (L = 10 cm, diys = 1mm) a faible débit (quelques pL/min)
et un volume d'injection de 1uL qui permettent d'introduire la totalité de I'effluent
chromatographique dans le spectrométre de masse. On peut travailler en nano

chromatographie.

3.3.2.7 - Intégrateur-enregistreur
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Les enregistreurs sont les mémes que ceux utilisés en chromatographie en phase

gazeuse. Les logiciels d’application, comme le Millenium, sont également utilisés en HPLC.

3.3.2.8 — Chromatogramme

Un chromatogramme est une représentation de la séparation qui s’est produite
chimiquement (par chromatographie) dans le systtme HPLC. Une série de pics s’élevant a
partir d’une ligne de base est tracée sur un axe temporel. Chaque pic représente la réponse du
détecteur pour un composé différent. Le chromatogramme esttracé par la station de données

informatiques (voir la figure), [18].

Detector
HPLC Column Flow Cell

injection
Start

Base-line

I|I'II|1

H
T T T I LI ||I|

Figure : Schéma descriptif du systéme de détection etenregistrement des signaux.

Une bonne séparation se traduira par une séparation distincte des picscorrespondant a

chacun des produits comme il est indiqué sur la figure suivante.

MAUVAIS BON

Figure : Distinction entre le mauvais et le bon chromatogramme

3.4 — Informations requises de la chromatographie
On peut déduire, de la chromatographie, plusieurs paramétres importants. 1 s’agit, par
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exemple, du temps de rétention (tr) et le pourcentage de chaque substance du mélange.

3.4.1 — Temps de rétention (tg)
Le temps de rétention est le temps nécessaire a un composé pour ¢luer de la colonne et

peut étre détecté. Conventionnellement, le temps de rétention est déterminé au sommet du
pic chromatographique qui correspond généralement a la moitié¢ del’élution du composé. Un

exemple de chromatogramme est présenté ci-dessous.

tr
2
w : trs

350 tr - tr

200

1604

250

200

100

- H

0 2 4

intensité signal du détecteur

Temps d’élution (min)

Figure : Présentation du temps de rétention de chaque substance chimique.

3.4.2 — Facteur de rétention (k)

Le facteur de rétention k (anciennement appelé facteur de capacité et noté k’) permet
d’appréhender la capacité de la colonne a retenir le composé dans les conditions d’élution
paramétrées. Pour déterminer le facteur de rétention, il faut pouvoir connaitre le temps mort”
(tm) et le temps de rétention du composé concerné (tr,i). Le facteur de rétention se détermine

avec la formule suivante :

tri : Temps de rétention du composé (i)
tm : Temps mort de la colonne

Si k <1, I’¢lution est trop rapide,

si k> 5 L’¢lution est trop lente.
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Intensité du signal détecteur

try
Temps d'élution

Figure : Présentation de I’intensité du signal en fonction du temps de 1’¢lution.

Nous rappelons que le temps mort est le temps minimum, aprés injection,nécessaire a
un composé pour traverser la colonne et étre analysé. Pour déterminer le temps mort de la
colonne, il faut utiliser un composé qui n’est pas retenu par la colonne et qui ¢luera avec la

phase mobile sans interaction avec la phase stationnaire.

3.4.3 — Efficacité de la colonne (Nombre de plateaux (N)

L’efficacité d’une colonne se détermine généralement par le nombre de plateaux
théorique que la colonne aura vis-a-vis du composé considéré. Le nombre de plateaux
théorique correspond au nombre de fois qu’un composé sera échangé entre la phase mobile et
la phase stationnaire. Ainsi le passage d’un composé de la phase mobile vers la phase
stationnaire puis le retour vers la phase mobile représente un plateau. Le nombre de plateaux

théorique peut se déterminer avec la formule suivante :

2
15°%)

N =16
;

tr; : Temps de rétention du pic i
[; : Largeur a la base du pic i

Plus le nombre de plateaux est élevé et plus ’efficacité de la colonne est importante et plus

le pic du composé sera fin.
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3.4.4 — La résolution

La résolution Rs d'une colonne est la mesure quantitative de son aptitude a séparer deux

analytes A et B. Elle se calcule avec la formule suivante :

2 (tR,Z - tR,l)
Rs = L+1

r.1 - Temps de rétention du pic 1

I; : Largeur a la base du pic 1

La résolution ne se calcule qu’entre deux pics adjacents. Plus la résolution sera élevée et plus

la séparation des deux pics sera bonne.

Rs < 0,75 Mauvaise séparation

Rs = 1 Séparation incomplete

Rs > 1,5 Séparation complete.

3.5 — Application de la technique

La chromatographie liquide a haute performance (pression) est une améliorationde la

méthode classique de chromatographie liquide ou de partage. En chromatographie liquide, un

soluté (ou des solutés) est partagé entre deux liquides non miscibles. En d'autres termes, la

phase mobile et la phase stationnaire sont des liquides.

Les principales applications de I'HPLC sont :

Analyse qualitative : HPLC en tant qu'outil qualitatif a des applications trés limitées.
Il n’est pas possible par HPLC d'identifier positivement un composé a moins qu'un
composé pur ne soit également disponible.

Une petite quantité de I'échantillon pur de la substance, censée étre présente dans
|'échantillon pour analyse, est ajoutée a 1'échantillon. Si I'hypothese sur la présence de
ce compos¢ était correcte, la hauteur du pic dii a ce composé augmentera.et si
I'hypothése était erronée, un nouveau pic apparaitra sur le chromatogramme. Les
composants sépares sont généralement identifiés par spectrométrie de masse ou
spectroscopie infrarouge.

Analyse quantitative : L'analyse quantitative est réalisée en mesurant les hauteurs et

les aires des pics et en les comparant a une courbe d'étalonnage
Différentes quantités connues d'une substance sont mélangées avec le gaz porteur et
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le mélange est passe a travers la chromatographique. La hauteur du pic est dessinée.
C'est la courbe d'étalonnage.
Si plusieurs composé€s sont présents dans le mélange analytique, une courbe
d'étalonnage distincte est tracée pour chaque composé. La hauteur du pic est la
longueur de la perpendiculaire tirée du sommet du pic a la ligne de base
La concentration peut également étre calculée en mesurant l'aire sous la courbe de formation
de pic. C'est ce qu'on appelle la zone de pointe. La surface du pic est trouvée en multipliant la

hauteur du pic par la moitié de la largeur du pic (la largeurmesurée au milieu de la hauteur de

pic).

e Séparation des mélanges : La chromatographie liquide a haute performance est une
méthode de séparation efficace et hautement sélective. Les petits échantillons peuvent
étre séparés. La seule condition est qu'une paire de solvants non miscibles appropriée
soit disponible. Généralement, la plus polaire des deux devient la phase stationnaire.
En HPLC, la séparation est effectuée a température ambiante. Par conséquent, les
substances thermiquement instables, qui ne peuvent pas étre séparées par GLC,
peuvent étre séparées. La méthode est également applicablepour la séparation des
ions inorganiques, [19].

La HPLC est une méthode qui a beaucoup d’applications surtout au niveau de la chimie des
substances naturelles. En effet, la HPLC est également utilisée pour 1’identification, la
séparation et la quantification de certaines familles de molécules dans les extraits de plantes
(Bobzin et al., 2000; Chandra etal., 2001).

Parmi les techniques chromatographiques les plus utilisées dans l'analyse des
flavonoides au cours des 20 derni¢res années, la chromatographie liquide haute performance
(HPLC) reste donc la méthode la plus utilisée (Harborne 1988, Robardset Antolowich 1997,
Merken et Beecher 2000)..

Elle a ajouté¢ une nouvelle dimension a 1’étude des flavonoides dans les extraits
végétaux et alimentaires. Les avantages particuliers sont l'amélioration, la résolution des
mélanges de flavonoides par rapport a d'autres techniques chromatographiques, la capacité
d'obtenir des données quantitatives qualitatives et précises en une seule opération, et la grande
vitesse d'analyse (Harborne 1988, Markham 1989).

La chromatographie en phase normale a été utilisée pour la séparation de flavonoides
(flavone, flavonol et aglycones de flavanone) dans le jus d'orange (Galensa et Herrmann 1980).

Les acétates de flavonoides ont été séparés et détectés a 312 ou 270 nm sur LiChrosorb Si60 en

166



utilisant des systémes de solvants benzéne- acétonitrile, benzéne-éthanol ou iso-octane-éthanol-
acétonitrile. Cependant, pour les systémes en phase normale, on craint que les matériaux
hautement polaires puissent étre irréversiblement retenu dans la colonne (vande Casteele et
al.1983), de sorte que les caractéristiques de séparation pourraient étre progressivement
modifiées. Ainsi, la chromatographie en phase inversée (RP) a invariablement été la méthode de
choix pour la séparation des flavonols et d'autres groupes de flavonoides dans les fruits
La méthode normale de séparation utilise une colonne C 18, avec de l'eau phases
mobiles et méthanol ou acétonitrile comme modificateur organique. De petites quantités d'acide
acétique, de tampons d'acide formique ou de phosphate incorporés dans la phase mobile ont
tendance a améliorer nettement séparations de flavonoides et d'autres composés phénoliques
(Lamuela-Raventos et Waterhouse 1994, Merken et Beecher 2000).
Cependant, comme pour les flavonols, la HPLC et, en particulier, RP-HPLC est la méthode de

choix dans I’analyse des acides phénoliques.

Les systémes de solvants utilisés dans la HPLC analytique comprennent généralement
¢lutions a gradient binaire utilisant des solvants d'acides aqueux acétique, formique ou
phosphorique avec du méthanol ou l'acétonitrile comme modificateur organique. Le pH et la
force ionique de la phase mobile sont connus pour influencer la rétention des composés
phénoliques dans la colonne en fonction de la protonation, de la dissociation ou d'un dissociation
(Marko-Varga et Barcelo 1992). Un changement de pH qui augmente l'ionisation d'un
¢chantillon pourrait réduire la rétention dans une séparation en phase inversée. Ainsi, de petites
quantités d'acétique (2-5%), l'acide formique, phosphorique ou trifluoroacétique (0,1%) sont
inclus dans le systéme de solvants pour supprimer l’ionisation des groupes phénoliques et
carboxyliques et donc améliorer la résolution et la reproductibilit¢ des analyses

chromatographiques.

3.6 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique de séparation de
molécules, basée sur une phase mobile gazeuse. La substance a analyser doit étre vaporisable

pour étre entrainée par le gaz vecteur (Grob, 2004).

3.6.1. Application de la CPG
La chromatographie en phase gazeuse (GC) n'a qu'une applicabilité¢ limitée dans

l'analyse des flavonoides et autres composés phénoliques en raison de leur volatilité limitée;
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le principal inconvénient est une étape supplémentaire nécessaire pour assurer la volatilité des

composés phénoliques (Lee et Widmer 1996, Robards et Antolowich 1997).

Dans les années 1980, la GC a été appliquée pour 1'analyse des acides phénoliques dans
les fruits (Moller et Herrmann 1983, Schuster et Herrmann 1985) et les 1égumes (Huang et
al.1986). Cependant, l'analyse GC avec détection par spectrométrie de masse (MS) a été
appliquée pour l'analyse des flavonols dans thé noir (Finger et al.1991) et chou (Nielsen et
al.1993). Avantages de I'analyse GC comprennent une séparation améliorée des isomeres
étroitement liés et un couplage simple aux détecteurs MS pour I’identification par le modele de

fragmentation (Mouly et al. 1993, Schmidt et al. 1994).

Un exemple courant est la détermination des structures des acides gras (lipides) par des
méthodes utilisant un couplage chromatographique en phase gazeuse et la spectroscopie de
masse (Christie, 1998). Ce couplage est aussi utilis¢ pour le suivi des réactions, et pour
I’oxydation de I’Acide Désoxyribo Nucléique (Dizdaroglu, 1994). La CPG peut aussi étre
couplée avec un détecteur UV dans le but d’analyser une famille de métabolites bien précise

comme ’analyse de terpénes (Qiu et al., 2017)

Elle reste une technique de choix dans I’identification car elle ne nécessite pas une
séparation préalable de 1’extrait. Cependant, les extraits polaires nécessitent un prétraitement, a

savoir des dérivations (méthylation ou silylation) (Christie, 1998).

3.7 Autres techniques
Nous allons décrire dans un premier temps les différents couplages utilisés dans des
domaines trés divers entre une technique chromatographique et une technique spectroscopique.
Cette partie traitera dans un premier temps des différents couplages avec une technique de
chromatographie en phase gazeuse et dans un deuxiéme temps avec une technique de

chromatographie en phase liquide.

3.71. Couplage d’une technique chromatographique avec une technique
spectroscopique

HPLC-MS est une méthode rapide et fiable pour les analyses structurelles de composés

phénoliques non volatils, puisque de meilleures techniques (systémes d'interfacage) ont été

développées pour I'¢limination des phases mobiles liquides avant ionisation (Careri et al. 1998).
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Pietta et coll. (1994) ont montré que chromatographie liquide thermospray (LC) MS est une
excellente technique pour 1'analyse du flavonol glycosides Flavan-3-ols de plantes médicinales.
(Lin et al.1993) et divers groupes de polyphénols y compris les glycosides de flavonol (Kiehne et
al.1993) dans le thé ont été étudiés a l'aide de thermospray LC-SP. Bombardement atomique
rapide par ions positifs MS et MS tandem ont été utilisés pour étudier les liaisons glycosidiques
dans les flavonoides diglycosyliques (Li et Claeys 1994). Electrospray et ses plusieurs les
variations sont des développements plus récents dans les spectrometres de masse a ionisation a
pression atmosphérique (Robards et Antolowich 1997). L'ionisation par électrospray HPLC
(ESI) -MS offre des avantages termes de sensibilité et de capacité pour l'analyse de grands
composés thermolabiles et hautement polaires. (Robards et Antolowich 1997, Careri et al. 1998).

HPLC-ESI-MS a été utilis¢ pour étudier les flavonoides dans le thé (Poon 1998) et dans
la tomate et le plasma (Mauri et al. 1999). La technique dlonisation Pression Atmosphérique
(API) -MS a été appliquée pour I'analyse des flavonoides dans les fruits et Iégumes (Justesen et

al. 1998).

Les méthodes de couplage entre les techniques de séparation et de détection sont des outils de
spéciation reconnus et indispensables pour évaluer le danger des éléments traces. La large
application de la chromatographie liquide (HPLC) associée a la spécificité et la sensibilité de la
spectrométriec de masse (MS) et la chromatographie en phase gazeuse (CPG) a rendu leur
couplage de plus en plus abouti dans différents domaines tels que I'environnement,

l'agroalimentaire et la santé.
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3.8. Mesure de ’activité antioxydante

3.8.1. Différentes méthodes de mesure de ’activité antioxydante

A Theure actuelle, D’activité antioxydante des produits naturels contenant des
polyphénols constitue un sujet de recherche trés étudié. L'intérét pour les antioxydants naturels a
commencé depuis les années 1990 ou on a largement identifié¢ l'influence de plusieurs produits
alimentaires et boissons comprenant des fruits, des légumes, du thé, du café et du cacao sur la
sant¢ humaine qui s'avere étre étroitement associée a 1’activité antioxydante des polyphénols. De
nos jours, l'activité antioxydante des produits naturels est considérée comme un parameétre
distinctif déterminant leur valeur sur le marché. Ce dernier a stimulé le développement de
méthodes efficaces et fiables afin de déterminer I’activité antioxydante de ces produits (Roginski

et Lissi 2005).

Considérant d'une part l'importance nutritionnelle des antioxydants dans la prévention
de plusieurs maladies, et d'autre part, leur role physiologique potentiel dans la protection des
plantes contre les dommages causés par les ERO lors de stress oxydant, il est nécessaire de
disposer de méthodes permettant d'évaluer de la maniere plus précise possible 1’activité
antioxydante globale d'un aliment ou d'une plante (de ses tissus ou organes). Bien qu'il existe une
grande variété de classifications et des méthodes chimiques pour déterminer 1’activité
antioxydante des extraits naturels et qu'il n'existe pas un consensus entre les auteurs, presque
tous confirment l'importance d'utiliser diverses méthodes afin de déterminer l'activité
antioxydante des polyphénols naturels. Cependant, a cause de la complexité des processus
d'oxydo-réduction impliqués et la nature diversifiée a la fois des DRO et des antioxydants, il
n'existe aucune méthode universelle par laquelle ’activité antioxydante peut étre exprimée d'une

facon précise (Frankel et Meyer 2000).

Plusieurs méthodes ont ét¢ développées pour estimer cette activité antioxydante. Leur
principe de fonctionnement se base sur la réaction fondamentale d'oxydation-réduction
impliquant soit un transfert d'électron soit un transfert d'un atome d'hydrogene (Walker, 2001)..

La structure et la solubilit¢ des antioxydants, jouent aussi un role essentiel dans la
détermination de mécanisme dominant. Suivant les réactions d'oxydo-réduction impliquées, la
majorité des méthodes d'évaluation de [’activit¢ antioxydante peut étre divisée en deux
catégories (Wright et al., 2001). (Tableau 2.1). La premicére catégorie est SET (Single Electron
Transfer) : ces méthodes sont basées sur le transfert d'électron. Elles mesurent la capacité d'un

antioxydant a transférer un électron non accompagné d'un atome d'hydrogéne pour réduire les
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ERO (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005).. La seconde catégorie est HAT (Hydrogen atom
transfer): c'est méthodes basées sur le transfert d'un atome hydrogene. Elles mesurent donc la
capacité d'un antioxydant a neutraliser les ERO par le don d'hydrogeéne (Ishige et al. 2001)
(Antolovich et al., 2002)..

Les méthodes basées sur le transfert d'électron (SET) mesurent 1’activité antioxydante
d'un antioxydant (AH) a réduire un oxydant (Ox), qui change de couleur quand il est réduit.
Toutefois, les méthodes SET sont tres sensibles a 'acide ascorbique et l'acide urique, vu qu'ils
cedent généralement deux électrons (Huang ef al. 2005). Cependant, les oligoéléments et les
contaminants (en particulier métaux) interférent avec les méthodes SET et peuvent causer une

haute variabilité des résultats (Prior e al. 2005).

La réactivité relative des SET est basée sur la déprotonation (li¢ a l'acidité) et le
potentiel d'ionisation du groupe fonctionnel de 1'antioxydant et par conséquent elles dépendent
du pH (Lemanska ef al. 2001). L’activité antioxydante mesurée par les SET est calculée a partir

du pourcentage d'inhibition du radical en présence de I'antioxydant.

Les méthodes basées sur le transfert d'hydrogéne (HAT) mesurent la capacité d'un
antioxydant a neutraliser un radical libre par don d'un hydrogéne. La réactivité relative des HAT
est déterminée par 1'énergie de dissociation de liaison des groupes de donneurs d'hydrogeéne des
antioxydants. C'est pour cette raison qu'elles sont indépendantes du solvant et du pH utilisé
(Wright et al., 2001). La présence d'agents réducteurs telle que les métaux pourrait fausser leurs
résultats (Prior et al., 2005). Le calcul de ’activité antioxydante mesurée par les HAT est basé
sur des courbes cinétiques (Mukhtar et Ahmad 2000 ; Yang et Landau 2000). Le tableau montre

les méthodes les plus employées pour mesurer 1'activité antioxydante de composés phénoliques.
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Tableau 17 : Les méthodes les plus employées pour mesurer l'activité antioxydante des

composés phénoliques in vitro (Huang et al. 2005)

Meéthodes basées sur le transfert

d'électron (SET)

TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity)

DPPH (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyl)
FRAP (Ferric reducing antioxidant
power)

Copper (II) reduction capacity

Réactif F olin-Ciocalteu

Méthodes basées sur le transfert

d'hydrogéne (HAT)

ORAC (Oxygen radical absorbance
capacity)

TRAP (Total radical-trapping)
antioxidant parameter)

Crocin bleaching assay

IOU (Inhibited oxygen uptake)
Inhibition of LDL oxidation

3.8.2. Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d'électron (SET)

3.8.2.1. Méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Miller and Rice-Evans (1993) puis

bleu intense.

améliorée en 1999. Elle est basée sur La capacité des antioxydants a neutraliser le radical ABTS
(sel d'ammonium de l'acide 2,2 ' -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution

ABTS est obtenue en mélangeant 'ABTS avec un oxydant qui donne une solution d'une couleur

L’activité antioxydante est mesurée comme la capacité des composés tests a diminuer

l'intensité de la coloration obtenue a partir de 'ABTS en la comparant avec un antioxydant de
référence, le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5, 7 ,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) dont la
structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E. La réduction de 'ABTS
conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS mesurée a 734 nm de la solution (Re et

al., 1999). Le radical ABTSe+ est formé par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote de
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I’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de He), I’atome d’azote concerné
piege un He, conduisant a I’ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution (figure ). Plus
I'absorbance finale est faible, plus la valeur TEAC est ¢élevée, c’est a dire plus 'antioxydant est
efficace (Schlesier et al. (2002); Miquel-Becker et al., (2004).

Cette méthode a pour avantages sa simplicité & mettre en oeuvre et sa rapidité. De plus,
la solution d'ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques et n'est pas affectée par
la force ionique, elle peut donc déterminer 1’activité antioxydante lipophile et hydrophile (Awika

etal., 2003).

MH, = 505 : }"_H_{:ﬁ/sw = WHs"

L Hy CiH;
ABTS : sel d'ammanium de I'acide 2, 7 -annobis={ J-éthylbenzothinzohne-4=-s. fonigue)

NH, = ﬂﬂ:- 5 g 5“;‘ * WH,"
LY
K- N
&, Fa

CiHs CiHy
ABTS"" CHy
HO
COOH
H;C (3] CH,
CHy Trolox
(ouantioxydant & tester danneur de H-)

3

-

CH

NH, « 5053 s 5 50,7 - NHS' D-

\Cr\ Fu——u:{ jﬁ/ . | COO0H

® "y

f"‘\ .«'" Hit o CH;
H :F“L :?Hi cHl

ABRTCL" "

Figure 78 : Transformation de 'ABTS en ABTS" par oxydo-réduction et piégeage du
radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He (Lien EJ et al ,1999).

Cependant, le principal inconvénient de la méthode TEAC avec I'ABTS est que la
méthode est basée sur I'hypothése que les réactions oxydo-réductions se déroulent rapidement,

de sorte que toutes les réactions soient terminées entre 4 et 6 minutes. Toutefois, il existe des
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réactions oxydo-réductions plus lentes. Donc la méthode n'est pas adéquate pour toutes les
réactions, ce qui peut donner des valeurs erronées de ’activité antioxydante si la lecture est
faite avant la fin de la réaction (Prior ef al., 2005).
Van den Berget et ses collaborateurs (1999) ont conclu que 1'évaluation quantitative de
’activité antioxydante en utilisant la méthode TEAC peut étre difficile, voire impossible, mais

elle peut étre utilisée pour fournir un ordre de classement des antioxydants.

3.8.2.2. Méthode utilisant Le radica 1 LI-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

L’activité antioxydante des polyphénols peut étre aussi mesurée en utilisant des
radicaux libres plus stables. Le radical L1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre
trés stable a I'état cristallin et en solution, de coloration violette (figure 1.12). Celui-ci a été tres
utilisé pour mesurer l'activité antioxydante des polyphénols. Par cette méthode, on considére que
l'activité antioxydante n'est autre que la capacité des polyphénols d'agir comme piégeur des

radicaux libres (free radical scavengers).

l\|l(C6H5)2
N-=

O,N NO,
NO,

Figure 79 : Radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

C'est une méthode colorimétrique basée sur la perte de couleur a 515 nm due a la
réduction du DDPH (Figure 2.7). La concentration en antioxydants est proportionnelle a la baisse
de I'absorbance due a la diminution de l'intensité de la coloration de la solution DPPH. Cette

concentration sera donc calculée en pourcentage :

AA% = 100- (Abs échantillon -Abs blanc) X 100)/ (Abs contrdle) (Mensor ef al, 2&&1}.}
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Figure 80 : Diphénylpicrylhydrazyl, radical libre et forme réduite.

La méthode a pour avantages d'étre relativement simple et peu couteuse (prior et al.,
2005). Cependant, elle a pour inconvénients que des antioxydants peuvent rester inertes face au
DPPH relativement stable (Huang et al., 2005). De plus, certaines réactions avec le DPPH sont
réversibles et peuvent mener a une sous-estimation du potentiel des produits testés, et beaucoup
d'antioxydants peuvent réagir plus lentement avec le DPPH (Huang et al., 2005). De méme,
l'interprétation est compliquée quand d'autres composés ont des absorbances qui se chevauchent
avec celles de DPPH a 515 nm, comme les caroténoides. En outre, le DPPH n'est soluble que
dans des solvants organiques (éthanol, méthanol), ce qui rend la mesure de l'activité antioxydante
d'antioxydants hydrophiles difficiles (Amao, 2000). Le dernier inconvénient que pose ce radical
est son instabilit¢ a la lumiére, c'est pourquoi les tests réalisés avec le DPPH doivent
impérativement se faire dans 1'obscurité (Ozcelik et al., 2003).

Les polyphénols agissent en transférant un atome d'hydrogéne ce qui conduit a la
disparition du DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration dans la solution

initiale selon la réaction chimique ci-dessous :

DPPH+ ArOH —— DPPH-H + ArQO-

Plus un composé a la facilité de céder son atome d'hydrogeéne, plus celui-ci est jugé
efficace comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel a la
concentration de I'antioxydant (Sanchez-Moreno et al 1998). Bien que la méthode DPPH soit
généralement classée en SET, ce radical peut en fait étre neutralisé soit par réduction directe via
des transferts d'électrons ou par des transferts d'atome d'hydrogéne (prior et al., 2005).

La méthode du DPPH trouve plusieurs applications, en effet elle a été utilisée par de
nombreux auteurs, du fait de sa rapidité et de sa reproductibilité. Par exemple, l'activité de la (+)-
catéchine, du gallate éthylique, de l'acide ascorbique et du tocophérol en utilisant la méthode

DPPH ont été étudiés par RMN '3C (Sawai et Moon 2000). La catéchine agissait avec le DPPH
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en formant une structure o-quinone dans le noyau B. En général, les composés phénoliques sont
capables de montrer une forte activité antioxydante avec le DPPH (Silva et al., 2000 ;
Amarowicz et al., 2000). L'activité antioxydante des jus de grenade a été évaluée par la méthode
du DPPH. Les résultats ont été comparés a ceux obtenus pour le thé et le raisin rouge (Gil et al.,
2000). Les auteurs ont démontré que les tannins hydrolysables ont été les principaux
responsables de la haute efficacité observée.

Rosseau-Richard (1990) et collaborateurs ont employé une méthode cinétique pour
quantifier l'activité antioxydante des composés dérivés de l'ellipticine, un agent anticancérigene
trés puissant, en utilisant le DPPH. Ils ont considéré que la mesure de la constante de vitesse de
second ordre de la réaction entre le DPPH et les antioxydants peut constituer une estimation de la
mobilité de 1'atome H a partir de certains dérivés de I'ellipticine contenant un groupement OH en
position 9. Ohashi (1999) et son équipe ont aussi employé une méthode cinétique pour évaluer
l'activité antioxydante des six dérivés méthyliques de la quercetine. Les auteurs, travaillant en
exces de phénol avec des concentrations vingt fois supérieures a celle du DPPH, ont mesuré la
constante de vitesse de pseudo premier ordre de la réaction, réaction qui a été suivie par

spectroscopie a 516 nm.

3.8.2.3. La méthode FRAP (Ferrie Reducing Antioxidant Power)

Originellement congue pour mesurer le potentiel antioxydant du plasma sanguin, la
méthode FRAP a pour avantage d'étre aussi adéquate pour mesurer le potentiel de composés purs
a base de végétaux (Prior et al., 2005).

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur les
capacités réductrices des antioxydants testés a réduire le fer ( le passage de la forme ferrique a
ferreux) (pellegrini et al., 2003). A l'origine, cette méthode consiste a ramener l'ion ferrique a
l'ion ferreux in vitro. A pH 3,6 et a 37°C, les antioxydants réduisent stoechiométriquement le
complexe Fe (IIl)/tripyridyltriazine, en exces, en un complexe bleu de Fe (II), avec une
augmentation de l'absorbance a 593 nm. La capacité antioxydante est considérée comme étant la
capacité réductrice des antioxydants vis-a-vis du Fe (III). La valeur FRAP est déterminée en
rapportant l'absorbance de 1'échantillon a I'absorbance de la référence (celle du Fe (II)) durant
une réaction de 4 min (Diouf 2003).

Elle consiste a observer apres quatre minutes le changement d'absorbance a 593 nm di a
la réduction du complexe Fe*’—TPTZ (fer 2, 4,6-tripyridyls- triazine) et l'apparition d'une
couleur bleue (Benzie et Strain, 1996; Roginsky et Lissi, 2005) (Figure 2.8).
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Figure 81 : Passage du complexe Fe**—TPTZ de la forme ferrique a la forme ferreux

Fe**—TPTZ au cours de la méthode FRAP (prior et al., 2005).

De plus, la méthode FRAP est simple, rapide et peu couteuse. Toutefois, la principale
limite de cette méthode réside dans le temps de réaction. En effet, le potentiel de plusieurs
molécules ne peut étre mesuré par FRAP, comme certains phénols qui réagissent plus lentement
et demandent un temps de réaction plus long pour leur détection (30 minutes) (Huang et al.,
2005. De plus, elle n'est pas capable de détecter les protéines ou les composés contenant le

groupe sulfuydryle SH, incluant les thiols, qui peuvent transférer I'hydrogeéne (prior et al. , 2005).

3.8.2.4 Folin-Ciocalteu

La méthode de Folin-Ciocalteu a été¢ mise au point en 1927 (Folin et Ciocalteu, 1927) et
ensuite revue et améliorée par Singleton et Rossi (1965). Elle est généralement utilisée pour le
dosage des polyphénols, mais elle peut étre utilisée aussi pour la mesure de [’activité
antioxydante puisque son mécanisme de base est une réaction d'oxydoréduction (Prior et al,
2005; Huang et al., 2005).

Son principe est simple, lors de l'oxydation des phénols-, le réactif Folin constitué¢ par un
mélange d'acide phosphotungstique (H3PW;:04) et d'acide phosphomolybdique (H3PM01:049),
qui sont réduits lors de 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (W3023) et de
molybdéne (Mos0:23) (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans I'échantillon.
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L'avantage de cette méthode est qu'elle est simple et peu couteuse. Cependant, son
inconvénient est que le réactif Folin n'est pas spécifique aux polyphénols, et peut réagir avec
d'autres composants non-phénoliques notamment les sucres réducteurs comme le glucose et le
fructose, 1'ascorbate, I'acide tartrique et les sulfites (Prior et a/.,2005; Huang et al., 2005) en plus
de certaines substances inorganiques qui peuvent également réagir avec le réactif de Folin pour

donner des concentrations élevées ce qui faussent les résultats (Prior et al., 2005).

3.8.2.5. Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d'hydrogéne (HAT)
3.8.2.5.1 La méthode ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Cette méthode est basée sur le travail de Ghiselli (1995) et développée par Cao (1998).
Elle mesurela capacité d'un antioxydant a prévenir les dommages oxydants d'une molécule cible
par des radicaux peroxyles générés par I'AAPH (2,2' azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride) (Crichton et al., 2002) (Figure 2.9).

Originellement congue avec la p-phycoerythrin (B-PE) comme fluorochrome, elle fure
par la suite améliorée en remplagant la B-PE par de la fluorescéine, le rouge pyrogallol (RP), ou
encore l'acide linoléique. L'utilisation de ce dernier peut nous donner une idée plus proche des
réactions in vivo puisque c'est un acide gras trés abondant dans les graisses végétales et animales.

Cette méthode consiste a suivre la dégradation de la molécule cible lorsqu'elle est
oxydée par les radicaux peroxyles générés a partir du AAPH a 37 °C (Ou et al., 2001).

La présence d'antioxydants qui vont transférer leur hydrogéne aux radicaux peroxyles
dans un échantillon donné va retarder la dégradation la molécule cible. Donc 1’activité
antioxydante est déterminée par la diminution de I’intensit¢ de fluorescence ou la baisse
d'absorbance du rouge pyrogallol ou encore une hausse d'absorbance due a I'accumulation de

produits de la peroxydation de l'acide linoléique en fonction du temps.

N G CHs NHy
N——=N AAPH
H,N NH,
CH;, CH,
—,_/
R
R—N=N—-R N, + 2R°

R + 0, ——— ROO°

Figure 82 : Génération de radicaux peroxyles a partir de I'AAPH.
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La méthode ORAC fait intervenir une mesure cinétique afin de déterminer I’activité
antioxydante. Des courbes de la dégradation de la molécule cible en présence ou non dun
antioxydant sont tracées en fonction du temps, et l'aire située entre les deux courbes de
décroissance est calculée (Cao, 1998; Cao et Prior, 1999) (Figure 2.10).

La méthode ORAC a pour avantage d'étre sensible, standardisée et adaptée aux
antioxydants hydrophiles et lipophiles (prior et al., 2005). Elle peut aussi étre applicable pour
évaluer la I’activité antioxydante des aliments (Cao et al., 1996; Wang et al., 1996) y compris les
extraits de fruits, 1égumes et les thés (Prior ef al., 2003) aussi que les solutions biologiques

comme le plasma sanguin (prior et al., 2003).
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Figure 83 : Exemple de courbes cinétiques de dégradation des protéines R-phycoérythrine et
P-phycoérythrine (RP) en présence(o) et en absence (®) de jus de raisin (Alarcon -Lopez et

al,, 2011).

Cependant, les principaux inconvénients de l'utilisation de la méthode ORAC sont que
ces réactions sont sensibles a la température, juste une faible différence de température peut
diminuer la reproductibilit¢ de la méthode (phipps et al., 2007). Notons aussi que le temps
d'analyse est assez important (prior et al., 2005).

Malgré ces inconvénients, selon Huang et ses collaborateurs (2005) et United States
Département of Agriculture USDA (2007), la méthode ORAC est la meilleure pour la mesure de

I’activité antioxydante, en raison de sa pertinence biologique aux antioxydants in vivo.
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Les protéines hautement fluorescentes R-phycoérythrine et P-phycoérythrine ont aussi
été utilisées afin de mesurer l'activité antioxydante des polyphénols. Les radicaux peroxyle
générés par décomposition thermique de I'amorceur 2,2'-azobis (2-amidinopropane)
dihydrochlorure (AAPH), a 37°C provoquent la perte de fluorescence de ces protéines.
L'addition d'un antioxydant réagissant rapidement avec les radicaux peroxyles empéche la perte
d'intensité de la fluorescence des protéines proportionnelle a I'activité antioxydante (Antolovich
et al., 2002). Cette méthode integre deux mesures selon la technique de la courbe
d'affaiblissement de fluorescence : la premicre est le degré auquel un échantillon empéche
l'action d'un oxydant, donné par la pente de la courbe pendant l'inhibition, et la seconde est la

durée de l'inhibition.

Wang et collaborateurs (1996) ont étudié 1'activité antioxydante de 12 fruits et 5 jus de
fruits par cette méthode. La fraise et le jus de raisin ont eu la plus grande activit¢ ORAC qui est
attribuée a la présence de quantités importantes de vitamine C, de vitamine E, de B-caroténe, de

flavonoides et de phénols de petit poids moléculaire.

3.8.2.5.2. TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)

La méthode TRAP a été développée par Wayner en 1985 et est basée sur la mesure de
I'oxygeéne consommé lors de la réaction de peroxydation. Cette réaction est provoquée par la
décomposition thermique de I'AAPH (dichlorhydrate de 2,2'-azobis-2-méthyl-propionamide), qui
génere des radicaux peroxyde 235 in situ.

Une ¢lectrode a oxygéne thermostatée est utilisée pour surveiller la profondeur de
I'oxygene. Cependant, 1'électrode a oxygene est instable pendant la période de mesure (environ 2
heures par échantillon, de plus, le temps d'analyse est beaucoup plus important que celui
d'ORAC (la réaction de TRAP est de 300 min) Par la suite, la méthode TRAP a été améliorée
pour tirer parti de l'augmentation de la chimioluminescence provoquée par la réaction des
radicaux peroxy avec le luminol. Ce changement améliore la précision de la méthode et
automatise la mesure (Prior et al., 2005). 11 existe d'autres méthodes utilisant les mécanismes de
transfert d'hydrogéne (HAT) comme HORAC (Assay Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity),
Chemiluminescence (CL) qui ne seront pas développées dans ce chapitre vue que leur réaction

de base est similaire a celle d'ORAC.
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3.8.3. Autres méthodes

3.8.3.1. Méthodes mettant en jeu la formation de produits au cours de I'oxydation.

Une des méthodes qui permet de mesurer un des produits primaires d'oxydation est celle de l'indice de peroxyde
(PV, peroxide value). Les hydroperoxides sont des produits primaires formés lors de 'oxydation lipidique en
jouant un role essentiel dans l'autoxidation des lipides. L'inhibition de leur formation et/ou l'action des
antioxydants peut étre employée comme indicateur afin d'évaluer l'activité antioxydante (Antolovich et al.,
2002). 11 s'agit d'une analyse volumétrique de I'iode libérée a partir de l'iodure de potassium par l'oxydation avec
des peroxydes a température ambiante et dans un milieu chloroforme/acide acétique. Bandoniene et
collaborateurs (2000) ont étudié l'activité antioxydante des extraits de sauge, de I'herbe douce et de la camomille

dans l'huile de graine de colza a 40 °C en déterminant l'indice de peroxyde, aussi bien que le temps d'induction

1
(temps auquel le PV a atteint une valeur de 20 mequiv.kg" ) et le facteur de protection (rapport du temps
d'induction de 1'échantillon avec les extraits au temps d'induction de I'échantillon sans les extraits). Les résultats
ont démontré que les extraits de sauge et de I'herbe douce ont eu la plus importante activité antioxydante due

principalement a une quantité plus élevée de composés phénoliques.

Une deuxiéme méthode aussi trés employée qui utilise des produits intermédiaires
d'oxydation est celle qui détermine les diénes conjugués. Au début de l'oxydation, les lipides
subissent l'abstraction d'un atome d'hydrogéne, et le produit formé est habituellement stabilisé
par un réarrangement moléculaire en générant un diene conjugué. La quantification des di¢nes
conjugués se réalise en calculant 1'augmentation de 'absorbance a 234-235 nm par rapport a la
masse de I'échantillon dans un temps fixe (Frankel et al., 1996). La mesure de la formation de
diénes conjugués présente l'avantage de permettre I'évaluation dans une étape initiale du
processus d'oxydation. Cependant, la méthode des diénes conjugués par spectroscopie UV est
considérée comme une mesure générique, fournissant peu d'information concernant la nature des
composés impliqués. La sélectivité de cette technique peut étre améliorée par la séparation des
différents diénes conjugués en utilisant la chromatographie liquide a haute performance

(Halliwell et Gutteridge 1999).

3.8.3.2-Méthode utilisant 1'acide thiobarbiturique (Thiobarbituric acid reactive
susbstances TBA-RS)

La méthode qui emploie des substances réagissant avec l'acide thiobarbiturique
(Thiobarbituric acid reactive susbstances TBA-RS) est aussi communément utilisée pour évaluer
l'activité antioxydante des polyphénols. Le test TBA mesure la quantité de dialdéhyde malonique
(MDA) qui se forme comme produit d'un endoperoxyde des acides gras insaturés au cours de
I'oxydation lipidique (Antolovich 2002). Le MDA réagit avec l'acide thiobarbiturique pour

donner des pigments de coloration rouge. La quantité de pigments peut &tre mesurée par
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spectroscopie a 532-535 nm. Plusieurs substrats ont été utilisés afin de déterminer les TBA-RS,
par exemple, certains types de tissus, l'acide linoléique, les lipoprotéines de basse densité (LDL)
et d'autres acides gras (Miyaké et al., 1997 ; Saccini et al., 1992). L'oxydation est inhibée par
l'action des antioxydants et par conséquent, on pourra observer une diminution de l'absorbance.
L'activité antioxydante est déterminée par le pourcentage d'inhibition de la formation de MDA.

La décomposition des produits primaires de 'oxydation lipidique produit des mélanges
complexes comprenant des époxydes, des cétones, des hydrocarbures et des aldéhydes saturés et
insaturés tels que I'hexanal (Halliwell et Gutteridge 1999). C'est ainsi que plusieurs mesures de
ces produits finaux d'oxydation ont été utilisées dans le but d'évaluer la capacité antioxydante des
polyphénols. Par exemple, l'indice d'anisidine (anisidine value) a été couramment employé pour
mesurer la formation de 2-alcéne-als au cours de l'oxydation des huiles (Antolovich 2002). Les
composés comportant, dans leur structure, des groupements carbonyles en incluant le pentanal, le
deca-2,4-diénal et Pocta-3,5-dién-2-one semblent Etre les principaux responsables du mauvais
gott associé a la rancidité dans plusieurs produits alimentaires (Heydanek et MacGorrin 1981 ;
Corbo et al., 2000). L'hexanal est le produit final le plus abondant, et par conséquent le plus
employé comme marqueur de la propagation du processus d'oxydation lipidique (Zwart et al.,
1997 ; Koelsch et al., 1991).

Frankel (1985) a fourni une étude détaillée des mécanismes impliqués dans
l'autoxydation lipidique et du spectre des produits obtenus dans ce processus. Cette étude a été
tres utile afin de comprendre le rapport entre les caractéristiques structurales des acides gras, les
hydroperoxides intermédiaires et les métabolites secondaires volatiles qui se produisent au cours
de l'oxydation. L'activité antioxydante peut étre calculée comme le pourcentage d'inhibition d'un
ou plusieurs des produits secondaires d'oxydation par rapport a un échantillon utilis€ comme

référence (Frankel et al., 1995 ; Hassan et Swet-Fan 2005).

3.8.3.3. Méthodes d'oxydation accélérée
Les essais réalisés afin d'évaluer la résistance des lipides a I'oxydation mettant en jeu
des procédés accélérant la détérioration d'un substrat par l'action de la lumieére UV ou de
températures élevées sont connus comme méthodes d'oxydation accélérée (Antolovich 2002).
Ces essais ont été employés pour I'évaluation des antioxydants phénoliques et leurs
résultats sont habituellement exprimés en termes de temps d'induction. Dans certains cas, ils
peuvent ¢tre un reflet des conditions auxquelles les huiles et les graisses sont soumises lors de

leur production, de la fabrication des aliments ou de I'utilisation domestique.
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Pour évaluer la résistance des huiles a l'oxydation, on utilise souvent la méthode
Rancimat, laquelle utilise un systeéme, a des températures €levées, ou les produits volatils de
I'oxydation sont détectés par conductimétrie (Diouf 2003). Barrera-Arellano et Estevez (1989)
ont utilisé cette méthode afin de mesurer l'activité antioxydante de protecteurs naturels d'une
huile de soja. En effet, au cours d'une oxydation accélérée a haute température, le changement
soudain de la conductivité¢ de 1'huile aprés quelques heures indique la fin de l'autoprotection de
cette huile.

En présence d'antioxydant, 1'huile a montré plus de résistance par rapport a I'oxydation
en absence d'additifs, et l'activité antioxydante est déterminée par l'augmentation du temps
d'induction. Tura (2007) et collaborateurs utiliseérent cette méthode Rancimat pour évaluer
lI'influence des polyphénols, des tocophérols, des caroténoides, de la chlorophylle et du degré
d'insaturation des acides gras sur la stabilit¢ oxydative de l'huile d'olive. Les quantités de
polyphénols dans I'huile et le rapport entre les quantités d'acides gras saturés et insaturés ont été

les facteurs les plus importants déterminant la stabilité oxydative de cette huile.

La méthode de Rancimat et le test DPPH ont été utilisés afin de déterminer l'activité
antioxydante des acides hydroxycinnamiques (Chen et Ho 1997). Les résultats de 1'étude ont
démontré les différences concernant l'activité antioxydante de différents composés en fonction

de I'huile utilisée dans la méthode de Rancimat et des conditions employées dans les deux tests.

3.8.3.4. La méthode AOM (Active Oxygen Method)

La méthode AOM (Active Oxygen Method) permet de faire une prédiction de la
stabilité des lipides contre l'oxydation. Cette méthode fait passer de l'air a travers des
¢chantillons en utilisant des conditions spécifiques de débit a 98 °C afin d'accélérer le processus
d'oxydation (Velasco et Dobarganes 2002). En suivant certains intervalles, les peroxydes et les
hydroperoxydes formés sont déterminés par le titrage avec de l'iode. La valeur AOM est définie
comme le nombre d'heures nécessaires pour atteindre une concentration en peroxyde de 100 meq
par kg d'échantillon. Plus I'échantillon est stable, plus long sera le temps requis. La méthode a
comme inconvénient sa lenteur puisqu'une huile stable peut exiger 48 heures ou plus avant
d'atteindre la concentration en peroxyde requise. Malgré la diminution de son emploi, elle
s'utilise encore pour déterminer la stabilité des huiles a I'autooxydation.

Nergiz et Unal (1991) ont utilisé cette méthode afin d'évaluer 1'efficacité de I'extraction
de polyphénols en tenant compte de la stabilité a 1'oxydation de I'huile d'olive. Les auteurs ont

démontré que la présence des phénols est un facteur trés important dans la stabilité de 1'huile ;
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I'huile ayant la plus grande quantit¢ de phénols est celle qui est la plus stable vis-a-vis de

l'oxydation.

3.8.3.5. La méthode du four de Schaal (Schaal oven test)

La méthode du four de Schaal (Schaal oven test) est une autre procédure qui détermine
la stabilité des huiles dans des conditions accélérées. Ce test est la plus simple des méthodes
accélérées et consiste a chauffer un échantillon dans un récipient fermé a 63 °C. L'échantillon est
donc, périodiquement surveillé jusqu'au moment d'avoir une apparence de rancidité, et 1'indice de
peroxyde peut étre déterminé (Velasco et Dobarganes 2002). Parfois, cette méthode requiert de
longs intervalles de temps ; elle pourra étre substituée par des méthodes plus sophistiquées qui
utilisent une surveillance continuelle des changements de masse et d'enthalpie tels que 1'analyse

thermogravimétrique (TGA) et la calorimétrie différentielle (DSC).

3.8.3.6. La méthode faisant intervenir l'analyse thermogravimétrique (TGA) et la
calorimétrie différentielle (DSC).

Les méthodes d'analyse thermique ont ét¢ employées dans 1¢ but de caractériser
l'activité antioxydante a des températures élevées. Kowalski (1991) a utilisé la calorimétrie
différentielle pour évaluer la stabilité des huiles végétales en chauffant les échantillons jusqu'a
360 °C. Litwinienko (1997) et son équipe ont aussi examiné la cinétique d'oxydation thermique
de l'acide linoléique dans des conditions non isothermiques en utilisant la calorimétrie
différentielle (DSC) (50-300 °C). Les auteurs ont constaté la facilit¢ de la méthode qui est
relativement simple et rapide permettant d'examiner l'efficacité des antioxydants phénoliques.
Cette technique a également été employée afin de mesurer 1'efficacité de divers antioxydants
commerciaux et de phénols dans le squaléne (Breese et al., 2000).

L'analyse thermogravimétrique (TGA), malgré le fait d'étre une méthode bien connue
permettant d'étudier l'absorption de l'oxygéne dans l'industrie des polymeéres, a suscité une
attention limitée pour évaluer la stabilité oxydante. Dans un travail initial, Nieschlag et al (1974)
ont estimé la stabilité oxydative d'échantillons d'huiles de crambe par TGA. Les changements de
masse sous un environnement d'oxygéne, avec une vitesse de chauffe déterminée, ont été
continuellement surveillés. L'évaluation de la résistance de 1'huile a 1'oxydation a été obtenue en
mesurant le pourcentage de gain de poids di au processus d'oxydation. Gennaro et al (1998) ont
employé¢ la TGA afin d'estimer l'effet des antioxydants sur la stabilit¢ oxydative de 1'huile d'olive

vierge.
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L'analyse thermogravimétrique a montré une reproductibilité élevée, s'avérant ainsi étre
une technique fiable pour évaluer la stabilité a I'oxydation des huiles et des graisses avec ou sans
antioxydants. Rudnik et collaborateurs (2001) ont étudi¢ la stabilité oxydative de 1'huile de lin
par des essais classiques (détermination de l'indice de peroxyde et la méthode Rancimat) et par
des méthodes d'analyse thermique. Les résultats obtenus par TGA et DSC ont été en accord avec
ceux obtenus par ces méthodes dites classiques. Par conséquent, ils ont conclu que les méthodes
d'analyse thermique peuvent étre employées pour prédire la stabilité oxydative d'huiles végétales
et des acides gras, aussi bien que pour évaluer l'efficacité antioxydante des additifs synthétiques

ou des extraits naturels.

3.8.3.7. Méthode utilisant La résonance paramagnétique électronique (RPE)

La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une autre technique qui peut
spécifiquement détecter les radicaux libres impliqués dans 1'autoxydation, et permet d'étudier
l'effet des antioxydants phénoliques sur ces radicaux (Antolovich et al., 2002). Elle est
intrinséquement sensible aux radicaux libres stables tels que le DPPH, le nitrosodisulphonate de
potassium et le 2,6-di-ter/-butyl-a-(3,5-di-tert-butyl-4-oxo-2,5-cyclohexadien-1-ylidene)-p-
tolyloxy (Miquel-Becker et al., 2004). Cependant, la RPE ne permet pas de détecter des radicaux
de courte vie mis en cause dans les processus d'oxydation. D'autres techniques ont été utilisées
afin d'améliorer la détection de ces radicaux ; par exemple la radiolyse puisée, la photolyse UV
et le spin-trapping. La RPE est une technique relativement nouvelle pour 1'étude des antioxydants
et de l'oxydation lipidique. Malgré ses limitations actuelles, elle est considérée comme tres
prometteuse par le fait qu'elle permet la mesure directe des concentrations de radicaux libres

formés durant le processus d'oxydation.

3.9. Outil nécessaire pour l'estimation de I’activité antioxydante globale

Comme on vient de le voir dans les paragraphes précédents, il existe plusieurs méthodes
permettant de mesurer ’activité antioxydante, mais aucune de ces méthodes a elle seule n'est
suffisante pour exprimer 1’activité antioxydante globale des produits a analyser. En effet, une
seule méthode ne peut tenir compte de la diversité de la nature des antioxydants (hydrophile,
hydrophobe) ainsi que la complexit¢ des processus d'oxydo-réduction impliqués dans les
réactions des méthodes (SET et HAT). Bien que de fortes corrélations entre plusieurs méthodes
aient été établies, plusieurs chercheurs insistent sur l'importance de caractériser 1’activité
antioxydante d'un aliment ou d'un produit par l'utilisation de plusieurs méthodes (Pellegrini et

al., 2003; Huang et al., 2005; Stratil et al., 2006).
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Par conséquent, en raison de l'absence d'un test standard a 1 'heure actuelle, il est
difficile de comparer les résultats rapportés de différentes recherches. L’activité antioxydante
d'une variété¢ d'aliments est généralement mesurée par plusieurs méthodes, et les comparaisons
sont essentiellement faites a partir des classements (ou rang) des échantillons entre eux (prior et
al., 2005). Mais sur quelles bases doit-on choisir les méthodes? Comment fait-on pour dire et
démontrer celles qui sont complémentaires ou redondantes? Que fait-on avec les valeurs de
I’activité antioxydante provenant des différentes méthodes? Autrement dit, comment combiner
ces valeurs quantitativement ?

Par exemple, Pellegrini et ses collaborateurs (2003) ont mesuré 1’activité antioxydante
de 34 légumes, 30 fruits, 34 breuvages et 6 huiles végétales par trois différentes méthodes,
ABTS, TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) et FRAP. Les valeurs de I’activité
antioxydante de tisanes, thés et cafés obtenues par différents dosages étaient bien corrélées
(TRAP vs FRAP: R2=0.993; ABTS vs FRAP : R2=0.997, TEAC vs TRAP: R2 = 0.993). Dans
cette étude, les différents groupes d'échantillons ont été classés selon chaque méthode a part,
sans pouvoir donner un classement combiné.

De méme, dans I'¢tude de Ciz et ses collaborateurs (2010), ou I’activité antioxydante
d'une variété de légumes a été mesurée par Folin- Ciocalteu, TRAP, ORAC-fluorescéine
(ORAC-FL) et HORAC (Assay Hydroxyl radical antioxidant capacity). Leurs résultats
démontrent une corrélation significative entre toutes les méthodes ou les coefficients de
corrélation varient de 0.94 a 0.97. Tout comme 1'étude de Pellegrini et ses collaborateurs, ils ont
classé également 1’activité antioxydante des 1égumes selon chaque méthode.

L'é¢tude de Seeram et ses collaborateurs (2008) semblent étre la plus rationnelle
puisqu'ils ont proposé un indice de I’activité antioxydante = (mesure obtenue/meilleur rang) x
100 pour chaque méthode. Ensuite, la moyenne de 1'ensemble des indices dénoté « antioxidant
potency composite index» correspond a un indice global de CA pour chaque boisson.

Pour ce faire, les activités antioxydantes d'une variété de 34 breuvages commercialisés
réputés pour avoir une forte activité antioxydante ont été mesurées par 4 méthodes, soit DPPH,

ABTS, FRAP et ORAC-FL.

La méthode Folin-Ciocalteu était utilisée pour estimer la teneur en polyphénols non
pourla mesure de I’activité antioxydante. Pour chacune des méthodes, les valeurs de chaque
¢chantillon ont ét¢ normalisées par rapport a la valeur la plus élevée de cette méthode, et
finalement la moyenne des valeurs normalisées des quatre méthodes a été calculée pour chaque

¢chantillon. Les résultats démontrent que 'ordre de classement de CA calculée selon l'indice est
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le méme que la teneur totale en phénolique dans les breuvages. Ceci suggere que ’activité
antioxydante est fortement liée a la teneur en polyphénols. Toutefois, I'obstacle de leur indice
réside dans le fait qu'il dépend des résultats des autres échantillons.

De plus, les méthodes utilisées peuvent étre redondantes et fournissent ainsi des valeurs
exagérées pour le méme échantillon. Pour estimer la redondance (et inversement, la
complémentarité) entre les méthodes de dosage de I’activité antioxydante, il est utile de
comparer les corrélations établies entre les valeurs de 1’activité antioxydante estimées par
différentes méthodes dans les études rapportées dans la littérature. Le tableau 18 résume
l'information trouvée dans sept études utilisant différents produits. En général, les coefficients de
corrélation R sont plutdt élevés (supérieurs a 0,9), quoique certaines études rapportent de faibles
corré¢lations entre les méthodes c’est a dire : Folin-Ciocalteu vs ABTS R = 0,42 (Scalzo et al.,
2005). Une telle variation pourrait s'expliquer par différents degrés de complémentarité entre les

méthodes, ainsi que par la diversité des échantillons utilisés (tisanes, thés et fruits).

Tableau 18 : Quelques études de mesure de I’activité antioxydante d'une variété d'échantillons

Folin-Ciocalten

Etude Vl\nmb?'e MMethodes utilisées Correlation
d*échantillons
Cai et ai.. 2004 mﬂfﬁfﬁies ABTS Extractions méthanoligue/ agueuses
B Bl - e -~ Folin-Ciocalten R2=0.964/0.953
chinoisesn=112 TR S SRR
chimiluLx?lIitxllliIslince(cl CIwvs DPPH R*=0.97
Atoud er g Wariétés de thés R A A R R R Folin-Ciocalten vs DPPH R°=0.58
2005 tisanes n =9 DP)PH Folin-Cigcalten vs CIR?>=0.53

Scalzo ef gl
J0os

Fraises, péches et
abricot n= &

ABTS
Eolin-Ciocalten

Folin-Ciocalten vs ABTS
B*=0.56 pour les fraises
BI=0.42 pour les péches
BZ=0_0%9 pour les abricots

Karalinic eral
2006

Plantes
meédicinales n=
TO

FRAP
Folin-Ciocalteu

FRAP vs Folin-Ciocalten
BR2= 0980

Alarcon er g,
2008

Theé noir, vert,
blanc et tisanes
n=11

OBRAC-FL
ORAC-BP
Folin-Ciocalteu

Folin-Cigcalten vs ORAC-FL
R2=0.99%9 pour les thés
B2¥=0.935 pour les tisanes
Folin-Ciocalteu vs ORAC-RP
B3=0.95 pour les tisanes

Les exemples présentés dans le tableau 18 indiquent donc différents degrés de
corré¢lations entre les valeurs de 1’activité antioxydante estimées par différentes méthodes. Ces
différences sont intéressantes, car elles peuvent guider le choix des méthodes a utiliser pour
estimer les différents aspects de [D’activité antioxydante, c'est-a-dire utiliser les méthodes

complémentaires et éviter celles qui sont redondantes. Cependant, 1'examen des coefficients de
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corrélation ne suffit pas pour déterminer le nombre nécessaire de méthodes a utiliser. Et surtout,
ces coefficients de corrélation ne suggerent aucunement comment combiner les valeurs de
I’activité antioxydante obtenues par les différentes méthodes pour calculer un indice global de

I’activité antioxydante.

4. Conclusion

Les techniques analytiques permettent de connaitre la nature et les propriétés des
substances chimiques. Elles sont utilisées pour 1’identification, la séparation et la
quantification de certaines familles de molécules dans les extraits de plantes. L’isolement des
composés naturels et leurs purifications sont basés sur 1’utilisation de combinaisons de
méthodes spectroscopiques et chromatographiques. La détermination structurale est obtenue
grace a ’utilisation de techniques physico-chimiques et spectroscopiques telles que 'UV-
visible, ’LR, la spectrométrie de masse et la résonance magnétique nucléaire.

Des différents travaux de part le monde ont été réalisés pour isoler et identifier des
composés naturels polyphénoliques, plus particulierement les flavonoides. La spectrométrie
de masse peut apporter une grande contribution a leur identification.

Concernnat la détermination de 1’activité antioxydante, bien qu'il existe une grande
variété de classifications et des méthodes chimiques pour déterminer I’activité antioxydante
des extraits naturels, Il n’y a pas une régle générale pour etudier I’activité antioxydante des
antioxydants naturels et il n'existe pas un consensus entre les auteurs, presque tous confirment
I'importance d'utiliser diverses méthodes décrites dans la littérature afin de déterminer

l'activité antioxydante des ontenus dans les fruits et 1égumes.
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1¥RE PARTIE : SCREENING PHYTOCHIMIQUE ET ETUDE DE
OUELOUES PROPRIETES PHYSICOCHIMIOUES DE LA FRAISE

1. Matériel végétal

Lors de la réalisation de nos travaux, nous avons utilis¢ des fraises de la variété fragaria
vesca de la famille des Rosaceae. Cette variété est trés répondue dans le nord de 1’Algérie
notamment a 1’Ouest du pays dans la wilaya de Mostaganem et a 1’Est du pays dans les
wilayas de Skikda et de Jijel comme le montre la figure ci-dessous :

Figure 84 : Répartition de la culture de la fraise en Algérie (MADRP, 2017).

Les fraises ont été achetées au supermarché local de la ville de Mascara (Algérie). Elles ont
été transportées le méme jour au laboratoire de génie des procédés et chimie des solutions
(GPCS) de I'université de Mascara, afin de réaliser les analyses expérimentales.

Pour réaliser 1’objectif de la présente étude et avant d’€tre utilisées pour les analyses
phytochimiques, les fraises ont ¢t¢ immédiatement triés en se basant sur des critéres bien
¢tablis : fruit complet et sain, en plein maturation, de forme réguliére et de couleur uniforme,
aucun signe de Botrytis ont été choisies pour nos expériences par contre celles trop petites,
trop mures et défectueuses ont été €liminées.

Figure 85 : photographie des fraises utilisées

2. Screening phytochimique
La fraise utilisée dans cette ¢tude est de la variété fragaria vesca achetée fraiche au niveau du
marché de Mascara et transportée directement au laboratoire de génie des procédés et chimie

des solutions (GPCS) de I’université de Mascara dans des sachets a I’abri de la lumiére. 224
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L’¢échantillon représentatif, est divisé en deux lots. Le premier servira pour faire le screening
phytochimique et le second pour étudier les paramétres physicochimiques de la fraise a I’état
frais.

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des groupes de
familles chimiques présentes dans une drogue donnée.

Des tests en tube sont réalisés sur les extraits de fraises afin de déterminer de maniére
préliminaire la nature des différents constituants contenus dans le fruit étudiée. Il s’agit d’une
analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des

examens en lumiére ultraviolette.

2.1. Les flavonoides

A 1 ml de chaque extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) concentré et
quelques milligrammes de magnésium (Mg). La présence des flavonoides est confirmée par
I’apparition de la couleur rouge ou orange (Azzi R., 2012).

2.2. Les tanins

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a 2 ml de chaque extrait quelques gouttes de
FeCl3a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu verdatre en
présence de tanins catéchiques (tanins condensés) (Karumi et al., 2004) et (Bentabet Lasgaa
N.2017).

2.3. Les saponines
A 5ml de chaque extrait on ajoute10 ml de 1’eau distillée, le tout est agité avec énergie en

position horizontale pendant 15 secondes. Puis, le mélange est laissé au repos pendant 15 min.
La persistance de la mousse d’au moins 1 cm pendant 15 min indique la présence des
saponines (N’Guessan et al., 2009).

2.4. Les quinones libres

Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées. L’apparition
d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres
(Oloyede, 2005) et (Dohou N ; 2015).

2.5. Les terpénoides

A 5 ml de chaque extrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré,
la formation de deux phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence de
terpénoides (Edeoga et al., 2005) et (Yam M.F 2009).

2.6. Les alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCI 1% a 1ml de
chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, 1’autre par le réactif de Wagner.
La formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides (Badiaga M.
2011).

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :
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e Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl2 dans 60ml d’eau distillée puis 5g de
KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a
100 ml.

e Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de I12. Le
volume obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée.

2.7. Les oses et holosides
1 ml de chaque extrait et 5 ml d’éthanol donnent un aspect floconneux en présence des

mucilages (Niare.A ;2006).
2.8. Les huiles essentielles :

1 g de matériel végétale a été introduit dans 10 ml de dichlorométhane puis I’extrait a été
évaporé a sec. Le résidu a été ensuite dissous dans 3 ml d’éthanol. Puis, la solution a ¢été
évaporée a sec de nouveau. La sensation d’une odeur parfumée indique la présence d’huiles
essentielles ( Ilboudo S.,2009)

2.9. Composés réducteurs :

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai, puis 2ml de
la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, l'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant
8 min. L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs
(Bentabet Lasgaa N.2015)

2.10. Les anthocyanes :

Ce test repose sur le changement de la couleur de I’extrait a 10% avec un changement du pH.
On ajoute a I’extrait quelques gouttes de HCI pur, On observe un changement de couleur. On
ajoute quelques gouttes de NH4OH, le changement de la couleur une deuxiéme fois indique la
présence des anthocyanes (Awor et Samseny R-R2003).

3. Analyses physicochimiques

3.1. Détermination de la teneur en eau (Taux d’humidité)

Principe

La perte de masse d’un produit lorsqu’il est soumis a une dessiccation renseigne sur sa teneur
en eau (Doymaz et al, 2004). Le séchage dans une étuve a 103-105°C pendant 3 heures d’une
quantité¢ déterminée de produit, jusqu’a une masse constante donne sa teneur en eau.

Mode opératoire

La teneur en eau a été déterminée selon le protocole décris par Doymaz et al, 2004. Une
quantité¢ de 5g d’échantillon sont séchés dans une étuve ventilée a 103°C £2°C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. Les résultats de I’extrait sec total exprimés en pourcentage,

sont calculés selon la formule suivante :
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[ Taux d’humidité (%) = [(Pf—Ps)/ (P;—P0)].100 }

Po : poids de creuset vide (g).

Pt : poids de creuset contenant 1’échantillon, avant étuvage (g).

Ps : poids de creuset contenant 1’échantillon, aprés étuvage (g).

3.2. Potentiel d’Hydrogéne (pH)

Principe

Le pH est une mesure quantitative de 1’acidité¢ ou de la basicité d’une solution, c’est un
paramétre qui permet de mesurer la concentration en ions H+ dans une solution. Il s’agit
d’une grandeur sans unité (Dutta et al, 2006).

Mode opératoire

La mesure du pH consiste a introduire 1’¢lectrode du pH-métre dans 1’échantillon apres
réglage de la température d’étalonnage. La lecture se fait directement sur le pH-metre

Une prise d’essai de 5g bien broyée est mélangée avec 50 ml de 1’eau distillée. Aprés une
agitation de 20minutes, 1’ensemble est filtré et placé au pH-métre, et la valeur du pH est
indiquée sur I’afficheur (Benamara, 2017).

3.3 Acidité titrable

Principe

L’analyse de I’acidité titrable mesure tous les ions H+ disponibles dans le milieu, qu’ils soient
dissociés, c'est-a-dire ionisés, ou non. Le principe de la méthode consiste a un titrage de
l'acidité avec une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) en présence de phénolphtaléine
comme indicateur coloré.

Mode opératoire

L’acidité de la fraise est déterminée selon la méthode décrite par (Verma, 2000). Une prise
d’essai de 5g est mélangée avec 20 ml d’eau distillée a pH neutre. L’ensemble est mis sous
agitation sur une plaque agitatrice chauffante, pendant 15 minutes, suivi d’une filtration. Le
filtrat ainsi récupéré subi une titration, a température ambiante, avec une solution
d’Hydroxyde de sodium NaOH (0.01N), sous agitation en méme temps la sonde du pH-metre
est plongée dans la solution. Le titrage est arrété lors d’une valeur du pH =7.

La teneur en acidité titrable est exprimée en g d’équivalent d’acide citrique dans 100g de

d’échantillon, est calculée selon la formule qui suit :

[ Acidité (E.A.C./100g) = Np.Vp.M/ Va.P J
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M: Masse molaire de I’acide citrique (192,13 g/mol).

Va: Volume en millilitres de la prise d'essai.

Vy: Volume en millilitres de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé.

Np: Normalité de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé (0,01 N).

P : Nombre de protons (égale a 3).

3.4. Cendres totaux

Principe

Le dosage des cendres est basé sur la destruction de toute matiére organique sous 1’effet de
température ¢levée (900 & 25 °C).

Mode opératoire

Le taux des cendres est évalué selon la méthode décrite par (Leterme et al, 2006).

Une prise d’essai de 400g de chaque échantillon est incinérée dans un four a moufle pendant
5h a 900° C, a la sortie du four les creusets sont mis dans un dessiccateur pour le
refroidissement. On réchauffe les creusets a nouveau pendant une demi-heure ou plus, cette
opération est répétée jusqu'a ce que le poids devienne constant (de couleur blanche ou blanc
grisatre) (Doukani et Tabak , 2015). Le taux de cendres est calculé par la formule suivante

en mg/100g de fruit :

[Teneur en cendres = Pech_Pv/POJ

P cch : Poids des creusets avec I’échantillon.
Pv : Poids des creusets vide.

Po: prise d’essai.

3.5. Teneur en sucres totaux

Principe

Les teneurs en sucres totaux sont déterminées par la méthode de Dubois et al. (1956). Les
glucides, a chaud et en présence d’acide fort, se déshydratent et forment des dérivés
furaniques (furfural dans le cas des pentoses et hydroxymethyl-furfural dans le cas des
hexoses), qui se condensent avec le phénol pour donner un complexe jaune-orangé qui
présente un maximum d’absorption entre 480 et 490 nm.

Mode opératoire

Une prise d’essai de 2g de la fraise est mélangée avec 50ml de méthanol 80% et laissée sous

une agitation pendant 1h30 a température ambiante.
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Un volume de 3ml de sels CAREZ I et CAREZ 1II est additionné au mélange, suivi d’une
filtration .Pour un volume de 1 ml du filtrat sont ajoutés respectivement, 1 ml de phénol a 5%
et 5 ml d’acide sulfurique H2SO4 (1N), le mélange est mis a ’abri de la lumiére pendant une
heure a une température ambiante. L’absorbance est mesurée a 485nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre contre un blanc.

La teneur en sucre totaux des différents échantillons est exprimée en g équivalent de glucose

/100g de fruit, en se référant a une courbe d’étalonnage (fig...)
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Figure 86 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des sucres totaux en utilisant le glucose.

3.6. Teneur en sucres réducteurs

La teneur en sucres réducteurs de la fraise est déterminée selon la méthode décrite par
(Zerrad et al., 2008).

Une prise d”’essai de 1g de fruit est mélangée avec 50 ml d’eau distillé. Le mélange agité
pendant 45 min a température ambiante est filtré.

Un volume 200pul d’extrait est alors additionné de 300 pl du réactif DNS, et subi un chauffage
a un bain marie a 100°C pendant 5 minutes. Apres chauffage, 1.5 ml d’eau distillé, est ajouté
au mélange qui sera laissé a I’abri de la lumiére pendant 15 min, 1’absorbance est mesurée a
une longueur d’onde de 530 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. La teneur en sucres
réducteurs, exprimée en équivalent de glucose, est déterminée en se référant a une courbe

d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions opératoires (fig...)
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Figure 87 : Courbe étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs en utilisant le glucose.
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2FMEPARTIE : ETUDE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE EN
ANTIOXYDANTS NATURELS POLYPHENOLIQUES CHEZ LA
FRAISE ET EVALUATION DE LEUR ACTIVITE ANTIOXYDANTE

1.Matériel végétal

Au cours de nos travaux, nous avons utilisé des fraises de la variété Fragaria Vesca de la
famille des Rosaceae. Cette variété est trés répandue au nord de I’ Algérie.

Une fois les fraises achetées du marché de la ville de Mascara, elles étaient transportées le
méme jour au laboratoire. Avant d’étre utilisés pour les bio-essais, les fraises ont été
immédiatement triés ; seulement celles a formes réguliére aucun signe de Botrytis ont été
choisies pour nos expériences par contre celles trop petites, défectueuses, trop mures ont été
¢liminées.

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de génie des procédés et chimie des
solutions (GPCS) de I'universit¢ de Mascara, pendant une période de quatre mois durant

laquelle seules des fraises mures et intactes ont été sélectionnées et conservées a —4°C.

2.Equipements et matériel utilisé

Agitateur (Heidolph MR 3001 K) Montage a reflux

Balance (Electronic scale ; 200g/0.001g) Montage de soxhlet

Balance précision Réfrigérateur s

Ballons Rota-vapeur

Baro magnétique Sonicateur (130 KHZ/15 min)

Bécher (100ml-500ml) Spectrophotométre uv mini-1240
Chauffe ballon (SHIMADZU)

Eprouvettes Tubes a essai

Fioles (100ml-500ml) Papier aluminium

Micropipettes (50ul-100ul-200ul-1000pul) Papier filtre
3.Produits chimiques

Les produits chimiques et les réactifs utilisés lors des différentes analyses sont repris

dans le tableau ci dessous:
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Tableau 19 : Produits chimiques et réactifs utilisés

Produit

Méthanol

Ethanol

Acétone

Acétate d’éthyle
Carbonate de sodium
Réactif de folin-ciocalteu
Acide gallique

Nitrite de sodium
Chlorure d’aluminium
Hydroxyde de sodium
Quercétine

Vanilline

Acide chlorhydrique
Catéchine

Chlorure de fer(III)
Acide ascorbique

DPPH

4.0bjectif de I’étude :

Formule
CH;OH
CH3CH:20H
CH3COCH3
C4Hz0O2
Na2COs
H3PW12040)/ H3PMo012040
CHO
NaNO2
AlCl3
NaOH
CisHi1007
CsHsO3
HCI
Ci5H1406
FeCls
CsHsOs
CHNO

L’objectif de cette présente étude réalisée au sein du laboratoire de génie des procédés et

chimie des solutions est de déterminer les teneurs en antioxydants naturels tels que

polyphénols totaux, flavonoides tannins et vitamine C. Pour cela, notre étude est réalisée

comme suit :

e Préparation des extraits de fraises dans des solvants mixtes tels que : eau/méthanol,

eau/¢thanol, eau/acétone et eau/acétate d’éthyle dans divers ratio.

e Dosage des polyphénols totaux, flavonoides, tannins et vitamine C.
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S.Description des Méthodes utilisées

5.1.Extraction par macération

La méthode de séparation est physique, ou le méthanol, 1’éthanol, I’acétone, 1’acétate
d’éthyle et I'eau sont utilisés comme solvants d'extraction a différents rapports afin d'avoir de
trés bon rendements d'extraction et d'observer le degré de sélectivité de ces solvants par
rapport aux antioxydants naturels contenus dans les fraises ( voir tableau 4).

La fraise algérienne fragaria vesca disponible dans le commerce est utilisée comme matériau
d'extraction. Cette mati¢re premicre est lavée puis broyée. Une certaine masse de purée de
fraise est transférée dans un Erlenmeyer et les volumes appropriés de solvants d'extraction
(solvant-eau) sont ajoutés pour enrichir le rapport solide / solvants. Ainsi, 100 ml de solvants
sont utilisés pour 30 g de fraise. Le mélange est agité pendant 48 h a 25°C, puis filtré sous
vide. Le filtrat est transféré quantitativement dans un ballon rodé de 100 ml et complété avec
le mélange des solvants.

Tableau 20 : Les solvants utilisés pour D’extraction par macération a différents

rapports:

1€ série

2¢me gérie

3¢me gérie

EtOH 80/ eau 20 EtOH 70 / eau 30 EtOH 50 / eau 50
MeOH 80/ eau 20 MeOHS 70 / eau 30 MeOH 50/ eau 50
(CH3)2CO 80/ eau 20 (CH3)2CO 70 / eau 30 (CH3)2CO 50/ eau 50
AcOEt 80/ eau 20 AcOEt 70 / eau 30 AcOEt 50/ eau 50

4eme gérie

Seme gérie

EtOH 30/ eau 70 EtOH 20 / eau 80
MeOH30/eau70 MeOH 20 / eau 80
(CH3)2CO 30/ eau 70 (CH3)2CO 20 / eau 80
AcOEt 30/ eau 70 AcOEt 20/ eau 80

Nous présentons le dispositif du processus d'extraction solide — liquide par simple macération

comme indiqué dans la figure 88.




Figure 88 : dispositif d'extraction solide — liquide par simple macération

5.2. Préparation des extraits de fraise par macération

Une prise d’essai de 30 g de fraise a été introduite dans un ballon contenant 100mL de
solvants binaires. L’ensemble a ét¢ maintenu sous agitation magnétique pendant 48 heures a
la température ambiante. Apres filtration, le filtrat a été¢ concentré a 1’évaporateur rotatif sous
vide a 45°C.

Les essais ont été réalisés en triple. Les extraits bruts obtenus ont été pesés puis conservées
dans un flacon stérile hermétiquement fermé.

5.2.1.Préparation de I’extrait méthanol-eau

La méthode consiste a placer 30g de matiere végétale (fraise broyée) dans un flacon avec 100

ml de solvant binaire (Méthanol-eau) a différents rapports : [(20/80) ; (30/70) ; (50/50) ; (70/30) ;
(80/20)1.

Aprés Agitation pendant 48heurs et filtration de la solution suivi de 1’évaporation a sec du
filtrat a 1’aide d’un rota vapeur (45°C), On Récupere I’extrait brut sous forme de liquide de

couleur marron clair.
5.2.2.Préparation de I’extrait éthanol-eau

Cet extrait est préparé de la méme manicre que 1’extrait méthanol-eau en utilisant I’éthanol

comme solvant d’extraction. Le mode opératoire est réalisé comme suit :

30g de fraise broyée sont ajoutés a 100 ml de solvant binaire Ethanol —eau a différents
rapports [(20/80) ; (30/70) ; (50/50) ; (70/30) ; (80/20)].
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Aprés agitation pendant 48heurs et filtration de la solution suivi de 1’évaporation a sec du
filtrat a 1’aide d’un rota vapeur (45°C), on récupére 1’extrait sous forme liquide de couleur

marron clair.
5.2.3. Préparation de I’extrait acétone-eau

Cet extrait est préparé¢ de la méme manicre que 1’extrait méthanol-eau en utilisant 1’acétone

comme solvant d’extraction a la place du méthanol, cela est réalise comme suit :

30g de fraise broyée sont ajoutés a 100 ml de solvant binaire Acétione —eau a différents
rapports [(20/80) ; (30/70) ; (50/50) ; (70/30) ; (80/20)].

Apres agitation pendant 48heurs et filtration de la solution suivi de 1’évaporation a sec du
filtrat a 1’aide d’un rota vapeur (45°C), on récupére 1’extrait sous forme liquide de couleur

marron clair.
5.2.4. Préparation de I’extrait acétate d’éthyle — eau

Cet extrait est préparé¢ de la méme maniére que 1’extrait méthanol-eau en utilisant I’acétate

d’¢éthyle a la place du méthanol, cela est réalise comme suit :

30g de fraise broyée sont ajoutés a 100 ml de solvant binaire Acétate d’éthyle — eau a
différents rapports [(20 /80) ; (30/70) ; (50/50) ; (70/30) ; (80/20)].

Apres agitation pendant 48heurs et filtration de la solution suivi de 1’évaporation a sec du
filtrat a I’aide d’un rota vapeur (45°C), on récupéere I’extrait sous forme liquide de couleur

marron clair.
5.3.Calcul des rendements des extraits bruts des fraises

Nous pouvons déterminer les rendements des extraits bruts des fraise de firagaria
vesca pour les différentes méthodes d’extraction et avec les différents mélanges de solvants
utilisés (méthanol- eau ; éthanol- eau ; acétone- eau ; acétate d’éthyle- eau) en calculant le

rapport suivant :
P1 : poids du ballon aprés évaporation du solvant.

Rdt(%) = (P1-P2)/P3. 100 P2 : poids du ballon avant évaporation (ballon vide).

P3 : poids de la matiere végétale (fraise) de départ.
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5.4.Choix de la méthode d’extraction

Les méthodes d’extraction des antioxydants naturels que nous avons utilisées au
laboratoire sont :

e Extraction par reflux

e Extraction par soxhlet.

e Extraction par ultrasons (sonication)

Ces méthodes sont simples, efficaces et peu couteuses et facilement réalisables au
niveau du laboratoire. Elles sont reproductibles, faciles a mettre en ceuvre et elles permettent
d’utiliser une large gamme de solvant afin d’extraire différents composés naturels. De plus la
méthode d’extraction par sonication posseédent plusieurs avantages les plus significatifs sont
liés a I’augmentation du rendement d’extraction et une accélération de la cinétique par rapport
a une extraction classique. Elle permet de travailler a des températures relativement basses et
d’éviter la thermodestruction des composés. (Kiriamiti, 2003 ; Chemat F. et al , 2008 ;

Draye et al., 2009).

Pendant I’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises afin de protéger les
antioxydants naturels particulierement sensibles a toute dégradation éventuelle, en particulier
en les protégeant de la lumiére. De ce fait, chaque ballon d’extraction a été¢ entiérement

recouvert d’une feuille d’aluminium.

Les antioxydants naturels en particulier les antioxydants polyphénoliques étant surtout
sensibles a I’oxydation et a la température, tous les échantillons ont été extraits et évaporés a
température de 45°C et conservés a basse température (- 4°C) et a I’abri de la lumiére avant
chaque analyse.

La figure ci-dessous décrit les différentes étapes suivies pour 1’extraction des antioxydants

naturels polyphénoliques contenus dans la fraise.
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Evaporation
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( Extrait brut }

Figure 89 : Les étapes de ’extraction des composés polyphénoliques contenus dans les

fraises
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5.5 — Choix des solvants

Les antioxydants naturels, sont majoritairement extraits par des solvants de polarité
moyenne a forte. Ainsi, les solvants qui ont été retenus pour notre étude sont le méthanol
(5.1), I’éthanol (4.3), ’acétone et I’acétate d’éthyle qui présentent une polarit¢ moyenne, et
I’eau dont la polarité est la plus élevée (9.0). Nous avons utilisé des mélanges de solvants, tels
que méthanol/eau (80/20, v/v), éthanol/eau (80/20, v/v), acétone/eau (80/20, v/v) et
ACOEt/eau (80/20, v/v), dont la polarité sera qualifiée d’intermédiaire (Basséne E. 2012 ;
Wang, B. 2016 ;:Brazinha C. et al., 2014; Yilmaz Y. et al., 2006)..

6 — Préparation des extraits
6.1 — Extraction par chauffage a reflux :
6.1.1 — Préparation de I’extrait méthanol-eau (ME)
e Extraction sous reflux a chaud et sous agitation pendant 3 heurs de 30g de chair de
fraises broyée en présence de 100 ml de mélange eau—méthanol (80/20) (figure 90 ) ;
e Filtration de la solution ;

e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 );

e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron clair (Gao et

Mazza, 1995))

Figure 90 : Extraction sous reflux des Figure 91 : évaporation a sec au rotavapor des

extraits de fraise extraits de fraise
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6.1.2. Préparation de ’extrait éthanol-eau- (EE)
Cet extrait est préparé de la méme maniére que 1’extrait eau-méthanol en utilisant I’éthanol a
la place du méthanol, cela est réalis¢ comme suit :
e Extraction sous reflux a chaud et sous agitation pendant 3 heurs de 30g de chair de
fraises broyée en présence de 100 ml de mélange éthanol—eau (80/20) (figure 90 ) ;
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 );
Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron clair (Mané C, et al, 2007 ;
Brazinha C, et al, 2014).
6.1.3. Préparation de I’extrait acétone—eau (AE)
Cet extrait est préparé de la méme maniere que I’extrait eau-méthanol en utilisant I’acétone a la
place du méthanol, cela est réalis€¢ comme suit :
e Extraction sous reflux a chaud et sous agitation pendant 3 heurs de 30g de chair de fraises
broyée en présence de 100 ml de mélange acétone—eau (80/20) (figure 90) ;
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91);
e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron clair (Kallithraka S,
et al, 1995).
6.1.4. Préparation de I’extrait acétate d’éthyle—eau (ACE)
Cet extrait est préparé de la méme maniére que D’extrait eau-méthanol en utilisant 1’acétate
d’éthyle a la place du méthanol, cela est réalis¢ comme suit :
e Extraction sous reflux a chaud et sous agitation pendant 3 heurs de 30g de chair de fraises
broyée en présence de 100 ml de mélange acétate d’éthyle—eau (80/20) (figure 90 ) ;
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91);
e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron clair (Kallithraka S,
et al, 1995).
6.2. Extraction par Soxhlet
6.2.1. Préparation de ’extrait méthanol-eau- (ME)
La méthode consiste a placer 30g de matic¢re végétale (fraise broyée) dans une cartouche avec

300ml de mélange de solvant méthanol-eau (80/20, v/v) dans un ballon (figure 92) :

e Passage au Soxhlet pendant 6h.
e Filtration de la solution obtenue.

e Evaporation au rota-vapeur (45°C). (figure 91)
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e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron foncé

(Grigonis et al, 2005).

Figure 92 : Extraction par Soxhlet des extraits de la fraise

6.2.2. Préparation de ’extrait éthanol-eau- (EE)

Cet extrait est préparé de la méme maniere que 1’extrait eau-méthanol en utilisant I’éthanol a

la place du méthanol, cela est réalisé comme suit :

Extraction au soxhlet pendant 6h heurs de 30g de fraises broyées en présence de 300
ml de mélange éthanol—eau (80/20) (figure 92 ) ;

Filtration de la solution ;

Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 );

Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron foncé (Toth et al,

2003).

6.2.3. Préparation de ’extrait acétone—eau- (AE)

Cet extrait est préparé de la méme maniere que 1’extrait eau-méthanol en utilisant I’éthanol a

la place du méthanol, cela est réalisé comme suit :

Extraction au soxhlet pendant 6h heurs de 30g de fraises broyées en présence de 300
ml de mélange acétone—eau (80/20) (figure 92) ;

Filtration de la solution ;

Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 )

Récupération de 1’extrait brut sous forme liquide de couleur marron foncé (Sterbova et

al, 2004).
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6.2.4. Préparation de I’extrait acétate d’éthyle—eau- (ACE)
Cet extrait est préparé de la méme maniere que I’extrait eau-méthanol en utilisant 1’acétate
d’éthyle a la place du méthanol, cela est réalis¢ comme suit :
e Extraction au soxhlet pendant 6h heurs de 30g de fraises broyées en présence de 300
ml de mélange acétate d’éthyle—eau (80/20) (figure 92) ;
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 );
e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur marron foncé (Toth et al,
2003).
6.3. Extraction assistée par ultrasons (Sonication)
La méthode dite extraction par sonication (ultrasons) consiste a placer la matiére

végétale (fraise broyée) 30g avec 100 ml de mélange de solvant/eau (80/20, v/v) dans un
ballon, et a le soniquer dans un bac a ultrasons a 25 KHz pendant 15min (Tab.21, Fig. 93).
Les extraits bruts sont récupérés aprés centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min, le

contenu est ensuite filtré puis passé au rota-vapeur (évaporation). Le marc est alors récupéré

puis extrait a nouveau a trois reprises selon le procédé décrit ci-dessous ( figure 94) :

Figure 93 : Montage de dispositif de ’extraction par sonication
Tableau 21 : Description de I’appareil de sonication (bac a ultrason 3L)

Caractéristiques du bac a ultrasons de 3L

= Un réacteur aux ultrasons PEX3 (R.E.U.S., Contes, France) ;

= Un bac en inox 23-13,7cm en dimensions interne d’une capacité maximale de 3L;

= Un transducteur d’une surface de 25 cmz ;

= Une double enveloppe, qui contrdle de la température du milieu, avec un systéme de
= refroidissement et chauffage ;

=  Une fréquence de 25 kHz et une puissance de 150 W (sortie du générateur) ;

= La puissance dissipée dans le milieu est 60W, telle qu’elle est mesurée par

= (Calorimétrie
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Figure 94 : Etapes d’extraction par sonication des antioxydants naturels de la fraise.
6.3.1. Préparation de ’extrait méthanol-eau- (ME)
L’extraction consiste a placer la matiere végétale (fraise broyée) 30g avec 100ml de mélange
de solvant méthanol—eau (80/20, v/v) dans un ballon,
e Passage au bain sonicateur pendant 15 mn (figure 94 )
e Filtration de la solution obtenue.
e Evaporation au rota-vapeur (45°C) (figure 91)
e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur rose.
6.3.2. Préparation de I’extrait éthanol-eau- (EE)
Cet extrait est préparé de la méme maniere que 1’extrait eau-méthanol en utilisant I’éthanol a
la place du méthanol, cela est réalisé comme suit :
e Mettre 30g de fraises broyées en présence de 100 ml de mélange acétate d’éthyle—eau
(80/20) au bain sonicateur pendant 15 mn (figure 94 )
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91 );

e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur rose (Caniova, 2001).
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6.3.3. Préparation de I’extrait acétone—eau- (AE)
Cet extrait est préparé de la méme manicre que 1’extrait eau-méthanol en utilisant I’acétone a
la place du méthanol, cela est réalisé comme suit :
e Mettre 30g de fraises broyées en présence de 100 ml de mélange acétone—eau (80/20)
au bain sonicateur pendant 15 mn (figure 5)
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91);

e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur rose (Wang et al, 2004).

6.3.4. Préparation de I’extrait acétate d’éthyle —eau- (ACE)
Cet extrait est préparé de la méme maniere que I’extrait eau-méthanol en utilisant 1’acétate
d’éthyle a la place du méthanol, cela est réalis¢ comme suit :
e Mettre 30g de fraises broyées en présence de 100 ml de mélange acétate d’éthyle—eau
(80/20) au bain sonicateur pendant 15 mn (figure 94)
e Filtration de la solution ;
e Evaporation a sec du filtrat a I’aide d’un rota-vapor (45° C) (figure 91);

e Récupération de I’extrait brut sous forme liquide de couleur rose (Pékid et al, 1998).

7 — Calcul des rendements des extraits bruts des fraises

Nous pouvons déterminer les rendements des extraits bruts des fraises de fragaria vesca pour
les différentes méthodes d’extraction et avec les différents mélanges de solvants utilisés
(méthanol—eau ; ¢éthanol-eau ; acétone—eau ; acétate d’éthyle—eau) en calculant le rapport

suivant :

[ Rdt (%) = (P1-P2) /P3 . 100 }

P1 : Poids du ballon aprées évaporation du solvant ;
P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;
P3 : Poids de la matiere végétale (fraise) de départ.
8 — Dosage des composés polyphénoliques
Les polyphénols produits par les végétaux en tant que métabolites secondaires constituent

une large gamme de molécules chimiques, dont leur nature chimique et leur teneur sont
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extrémement variables d’une espéce a une autre. Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre
utilisées pour la quantification des polyphénols totaux (Crozier A, 2003).
8.1 — Dosage des polyphénols totaux

e Principe

Les premiers travaux effectués sur le dosage des polyphénols totaux ont été réalisés

selon la méthode décrite par Singleton et Ross, 1965, en utilisant le folin-ciocalteu comme
réactif. Ce réactif est formé d’acide phosphotungestique (H3PWi204) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040), qui sont réduits lors de 1’oxydation des phénols en
oxydes bleus de tungsténe (W30:23) et de molybdéne (Mos0:23). Ces composés présentent un
maximum d’absorption a 765 nm, [’intensit¢ étant proportionnelle a la quantité de
polyphénols totaux présents dans nos échantillon (Bruneton J, 1999 ; Sarni-Manchado P, et
Cheynier V, 2006).

e Mode opératoire

Les polyphénols totaux ont été dosés par le réactif  folin-ciocalteu selon la méthode
décrite par Vermerris et Nicholson, (2006).
Un volume de 0.1ml de chaque extrait de fraise a ét¢ mélangé avec 2 ml d’une solution de
carbonate de sodium NaxCOs a 20% fraichement préparée le tout est agité par vortex et
incuber pendant 5 minutes a température ambiante. Apres L’ajout de 100ul de réactif de folin-
ciocalteu 0.2N, le mélange obtenu est incubé a température ambiante et a 1’abri de la lumicre
pendant 30minutes.
La lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre a 760nm.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme standard a différentes concentrations (0.05, O0.1.
0.2, e Img/ml) (voir annexe 1). La concentration des polyphénols totaux présents dans
nos extraits exprimés en mg. eq d’acide gallique par mg d’extrait est calculée selon la formule

suivante :

[Polyphénols totaux] =a x f/b

e a: concentration des polyphénols en pg/ml déterminée a partit de la courbe
d’étalonnage.
e f: facteur de dilution (x10).

e b : concentration initiale des extraits (1mg /ml).
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8.2.Dosage des flavonoides
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation de complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d’aluminium
(AICL). En effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre susceptible de
donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de 1’ion
Al™. Les complexes formés sont de couleur jaune et absorbent dans le visible a 510 nm

(Alyafi Alazhari, 2007).

Mode opératoire
La teneur en flavonoides des nos extraits de fraises est estimée par la méthode décrite par
Kim et ses collaborateurs, (2003).
Un volume de 400ul de chaque extrait convenablement dilu¢ dans 1’éthanol (étalon ou
I’éthanol pour le témoin) est ajouté a 120ul de NaNO2 a 5%. Apres 5 min, on ajoute 120ul
d’AlCI3 a 10%. Ensuite, aprés 6 min, on ajoute 800ul de NaOH (1M). La solution est bien
homogénéisée et 1’absorbance a ¢t¢ mesurée immédiatement a 510nm. Une courbe
d’étalonnage est réalisée en paralleéle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine  comme  standard a  différentes  concentrations : (0.05,0.1, 0.2
........................ Img /ml) (voir annexe 1).

La concentration des flavonoides en pg.eq catéchine ou quercétine par mg d’extrait

présents dans nos échantillons est alors calculée a 1’aide de la formule suivante :

[[F lavonoides|=ax f/b 1

e a: concentration des flavonoides en pg/ml déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage.
e f: facteur de dilution (x10).
e b : concentration initiale des extraits (1mg/ml).
8.3. Dosage des tannins
8.3.1 Dosage des tannins hydrolysables
Mode opératoire
La méthode rappelée dans cette partie afin d’effectuer le dosage des tanins hydrolysables a

¢té décrite par Bate et Smith, (1978) et consiste a prendre 1ml de filtrat et lui ajouter 3.5ml
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d’une solution préparée a base de FeCls (10~ > M) dans I’acide chlorhydrique (HCL) 107 M et
aprés 15 secondes de I’ajout de ce réactif on procéde a la lecture des résultats au
spectrophotométre a une longueur d’onde de 660 nm.

Les résultats sont exprimés en (mg) des tannins par (ml) en se référant a une courbe
d’étalonnage que nous avons dress¢ a partir d’une gamme d’étalon d’acide gallique ou

tannique dans les mémes conditions de concentrations allant de 0.1 a 0.8g/ml. (voir annexe 1)

8.3.2. Dosage des tannins condensés
Mode opératoire

La méthode par la quelle nous avons réalisé le dosage des tanins condensés est décrite par
Julkunen-Titto, (1985).
La teneur en tannins condensés a été déterminée par la méthode a la vanilline et se distingue
par I’ajout d’un volume de 50ul de chaque extrait a 1500ul d’une solution de vanilline dans
le méthanol a 4%, puis le tout a ét¢ mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750pl
d’acide chlorhydrique (HCI) concentré a été additionné. Le mélange obtenue est laissé réagir
a température ambiante pendant 20min. L’absorbance est mesurée a 550nm contre un blanc.
Différentes concentrations comprises entre 0 et 1000 pg/ml préparées a partir de la catéchine,
permettront de tracer la courbe d’étalonnage (voir annexe 1).

Les teneurs des tannins hydrolysables et condensés présents dans nos extraits exprimés en

ug.eq de (acide gallique/catéchine) par mg d’extrait sont calculées selon la formule suivante :

[Tannins (hydrolysables/condensés)] =a x f/b

e a: concentration des tannins (hydrolysables/condensés) en pg/ml déterminée a partir
de la courbe d’étalonnage.
e f: facteur de dilution (x10).

e b : concentration initiale des extraits (1mg/ml).
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9 — Evaluation de ’activite antioxydante
9.1 — Evaluation de ’activite antioxydante dans les extraits bruts de fraise

Beaucoup de tests sont utilisés pour évaluer I’activité antioxydante des extraits bruts.
La plupart de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le
milieu réactionnel. Notre étude s’est basée sur le test utilisant le réactif (2.2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), et le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP), cependant des

modifications ont été apportées, afin de les optimiser et de les adapter a notre étude.

9.1.1 — Méthode utilisant le réactif DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de 1’activité antioxydante. Le DPPH
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH par un agent
antioxydant entraine une décoloration de la solution.

L’activité anti-radicalaire des composé€s phénoliques contenus dans nos extraits de fraises
est évaluée en mesurant leurs capacités de piéger le radical libre DPPH (2.2-diphényll-1-
picrylhydrazyl) sa couleur violette foncé se transforme en jaune lors de sa réduction (Kordali

et al.2005).

—N « A-H ————» O,N MN—MN + A"
NO, @ NO,
| Violet ) { Jaune )

Figure 95 : Changement de couleur du radical libre DPPH lors de la réalisation de
I’activité anti-radicalaire
e Mode opératoire
Le test effectué au laboratoire est basé sur celui décrit par Atoui et al, 2005 en y apportant
quelques modifications.
A 2 ml de la solution de DPPH a 0.1mM (0.4mg DPPH dans100ml de méthanol) on ajoute
50ul de chaque extrait a différentes concentrations (100, 200, 300........ 1000mg/ml).

Pour le contrdle négatif, on mélange 50ul de méthanol avec 2ml de DPPH.

213



Le méthanol constitue le blanc de 1’appareil.

e Incubation 30min a température ambiante.

e La lecture se fait a 517nm, comparée au standard qui contient 1’acide
ascorbique a différentes concentrations (100, 200, 400, ......... 2000 mg/ml) (voir
annexe 1).

9.1.2 — Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage de réduction de DPPH est donné par la formule suivante (Yen et al, 1994).

(DO control aty) — (DO échantillon a tzymin) "

%PR du DPPH =
o (DO control at,)

100

e  %PR du DPPH : pourcentage de réduction ou inhibition du DPPH.
e DO controle a ty : densité optique du DPPH a to.

e DO controle a t3) : densité optique a 30min apres avoir ajouté 1’extrait.

Par la suite, en utilisant les valeurs des pourcentages d’inhibition, les courbes % PR={(C)
ont été tracées respectivement pour les extraits bruts hydro-méthanolique, extrait hydro-
éthanolique, extrait hydro-acétonique, et hydro-Acétate d’Ethyle, avec la prise en
considération de 1’acide ascorbique comme étant le controle positif. Afin de pouvoir
déterminer I’effet antioxydant de nos extraits, la IC50 de chacun a été calculée et comparée a

celle de I’acide ascorbique.

9.1.3 — Calcul des concentrations inhibitrices (IC50)

Par définition la valeur IC50 est la concentration de 1’acide ascorbique ou de I’extrait qui
peut réduire 50 % du DPPH, cette derniere est déterminée graphiquement [Sanchez., 1998].
Les IC50 sont calculées graphiquement par la formule de la régression des pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés de nos fraises.
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9.1.4 - Les dilutions de I’extrait au cours de I’évaluation de I’activité antioxydante :

1000mg d’extrait+1ml méthanol

900mg d’extrait+1ml méthanol

800mg d’extrait+1ml méthanol

700mg d’extrait+1ml méthanol

N
600mg d’extrait+1ml méthanol
100mg d’extrait+1ml méthanol ji
N
500mg d’extrait+1ml méthanol

400mg d’extrait+1ml méthanol

200mg d’extrait+1ml méthanol 300mg d’extrait+1ml méthanol

Figure 96 : Diagramme des dilutions de 1’extrait lors de la réalisation ’activité antioxydante
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9.1.5 - Evaluation de ’activité antioxydante

2ml DPPH

+

(T T 1] .
90000 AAA0E

Incubation 30 min

(Température ambiante)

Lecture a 517nm

Figure 97 : diagramme de 1’activité antioxydante des extraits de fraise
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9.1.6 — Dilution de la vitamine C au cours de I’évaluation de I’activité antioxydante

2000mg vit C+1ml méthanol

1800mg vit C+1ml méthanol

1600mg vit C+1ml méthanol

100mg vit C+1ml méthanol
1400mg vit C+1ml méthanol

N
1200mg vit C +1ml méthanol
N . ,
1000mg vit C+1ml méthanol
200mg vit C+1ml méthanol

1000mg vit C +1ml méthanol

t

A

400mg vit C+1ml méthanol 600mg vit C +1ml méthanol 800mg vit C+1ml méthanol

Figure 98: diagramme de la dilution de vitamine C.
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9.1.7 — Evaluation de I’activité antioxydante de la vitamine C:

2ml DPPH

+

1000 _000E

Incubation 30min

(température ambiante)

Lecture a 517nm

Figure 99: diagramme de I’évaluation de I’activité antioxydante de la vitamine C.
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9.2 — Méthode du pouvoir réducteur du fer (FRAP) dans la chair des fraises

e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*+) présent
dans le complexe KsFe (CN) ¢ en fer ferreux (Fe*"). En effet, le fer’" participe a la formation
du radical hydroxyle. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a700 nm (Karagozler
et al, 2008). Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Hubert ; 2006)
e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode de karagolzer et al. (2008)
Iml de I’échantillon a différentes concentration dilu¢ dans I’eau distillée est mélangé avec
200ul d’une solution tampon phosphate (0.2M. pH = 6,6 ) et du 500 pl d’un solution de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1% puis incube les tube a 50°C pendant 20minutes
aprés refroidissement, on ajoute 500 pld’acide trichloracétique (TCA) a 10% pour stopper la
réaction. Les tubes centrifugés a3000tours /min pendant 10min. on préleve 500 pldu
surnageant et on ajoute 500 pul d’eau distillée, on ajoute au mélange 100 pld’une solution de
chlorure de (FeCls) a 1% et les absorbances sont lues contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre.

Un controle positif a été réalisé¢ dans les mémes conditions opératoires a partir d’une solution

¢talon d’acide ascorbique, préparée a différentes concentrations.

9.2.1 — Méthode du pouvoir réducteur du fer (FRAP) dans les différents extraits de
fraise

Le méme mode opératoire concernat la détermaination de I’activité antioxydante par la
méthode du pouvoir réducteur du fer (FRAP) utilisé¢ pour la chair de fraise est appliqué pour

les quatre extraits hydro-alcooliques, hydro-cétoniques et pour 1’extrai a I’acétate d’éthyle.
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3F*ME PARTIE : DOSAGE DE LA CATECHINE ET DE LA VITAMINE
C PAR SPECTROPHOTOMETRIE UV-VISIBLE ET IDENTIFICATION
DES MINERAUX PAR METHODE X-RAY-FLUORESCENCE (XRF)
DANS LA FRAISE

1.Objectif

L’objectif de cette étude est doser la catéchine et la vitamine C dans les différents
extraits de la fraise, afin de connaitre la longueur d'onde maximale absorbée par ces
antioxydants naturels.
2.Méthode d’analyse et préparation de solutions
2.1.Méthode d’analyse par spectrophotométrie d'absorption UV- Vis

La méthode d'analyse utilisée est la spectrophotométrie d'absorption UV— Vis utilisant
le dispositif suivant : Spectrophotoméetre UV — Vis-NIR SHIMADZU 3600i. Les mesures
spectroscopiques sont effectuées sur tout le trajet ultraviolet et visible comme indiqué dans la

figure... .

Figure 100 : Spectrophotometre d’absorption UV-Visible

2.2. Préparation de la solution de référence

Pour effectuer la caractérisation optique de la catéchine, nous avons dissous 20 mg
dans 50 ml de méthanol (Co). Des dilutions, a la moitié, ont été réalisées au cours de 1’analyse
pour détecter I’évolution spectrale a différentes concentration en absorption et en émission de
cet antioxydant. Une Analyse spectrale différentielle est effectuée pour éliminer I'effet
d'absorption du solvant.
Les expériences sont réalisées a 1'aide d'une cuve en quartz. Ainsi, quatre spectres sont acquis
a des rapports différents de solvants binaires pour l'absorption UV— Visible. Les résultats et
les discussions seront présentés ultérieurement.
2.3 — Méthode de séparation de I’extrait de fraise

Pendant 1’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises afin de protéger les

antioxydants naturels particulierement sensibles a toute dégradation éventuelle, en particulier
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la lumicre. De ce fait, chaque ballon d’extraction a été enticrement recouvert avec une feuille
d’aluminium.

Un procédé de séparation sera exposé pour récupérer 1’extrait de fraise et pour
effectuer 1’analyse spectrale. Une procédure d’analyse de tous les extraist de fraise sera
présentée a la fin de cette partie d’étude.

La méthode d’extraction assistée aux ultrasons consiste a mélanger, dans un ballon de
200 ml, la chair des fraises (30 g) avec 100 ml de solvant mixte éthanol-eau (80/20). Ensuite
le contenu est placé dans un bain thermostaté. La sonde du sonicateur est introduite dans le
mélange a une fréquence stable de 25 kHz. L’opération de I’extraction a durée 10 min.
Ensuite le contenu est mis sous centrifugation (500 tr/min pendant 10 min.) afin de récupérer
un extrait brut pres a étre filtré.

Le procédé d’extraction pratiqué (opération du sonication + centrifugation + filtration)
est répété quatre fois de reprises avant de mettre le contenu liquide sous I’opération
d’évaporation des solvants organiques a 1’aide d’un rotavapeur. L’extrait final est prés pour
analyse. Nous rappelons que les antioxydants naturels étant surtout sensibles a 1’oxydation et
a la température, et pour ces raisons nous avons mis notre extrait a 1’abri de la lumiére a basse
température.

3. Dosage des antioxydants naturels (Catéchine et Vitamine C)

3.1. Dosage de la Catéchine

Dans cette partie, nous allons étudier la possibilité¢ de doser rapidement la catéchine de
I’extrait de fraise par spectrophotométrie dans I’UV-VIS, tout en reformulant la loi de Beer-
Lambert sous une nouvelle forme ou le coefficient d’extinction ne dépendait pas seulement de
la nature chimique du soluté et du solvant mais aussi de la longueur d’onde d’excitation. Une
solution de catéchine-méthanol est prise comme référence pour étudier la variation spectrale
due aux diverses dilutions de la solution et la détermination d’une concentration limite (Cr)

ou la longueur d’onde d’excitation devient constante (203 nm).

3.1.1. Procédure de dosage du catéchine de I’extrait de fraise

Pour procéder au dosage de la catéchine dans 1’extrait de fraise, nous devons effectuer
des mesures spectrales au niveau du pic d’absorption le plus élevé, malgré son déplacement
spectral. La procédure de dosage est présentée comme suivant :

e Apres application du protocole d’extraction, on procede par la suite a une filtration
pour avoir un extrait liquide homogene.
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e On prend 1 ml de I’extrait et on le dilue 10 fois, en ajoutant 9 ml de solvant employé
dans I’extraction.

e On procede a une analyse par spectrophotométrie d’absorption dans 1’UV-Vis a
double faisceau afin de déterminer la longueur d’onde du pic le plus sensible a
I’absorption (1max), ainsi que son absorbance (A).

e On vérifie si la longueur d’onde détectée est entre 222 nm et 203 nm.

e On utilise la relation empirique ci-dessous, pour calculer la concentration de
I’échantillon diluée.

[ A=(0,23+2, 22.10"0 ¢ 021842y C ]

e On multiplie la concentration calculée par un facteur de dix pour avoir la
concentration de la catéchine dans I’extrait de fraise analysé.

3.2. Dosage de la vitamine C

3.2.1. Dosage de la vitamine C dans la chair de fraise

La teneur en vitamine C de la fraise, est évaluée selon la méthode décrite par (Toledo
Benassis et Antunes, 1988), ou le solvant d’extraction utilisé est I’acide oxalique a 1%. Une
quantit¢ de 5g de fraise est mélangée avec 25 ml de solvant, et I’ensemble est laissé sous
agitation pendant 15min a labri de la lumiére et de I’air. Par la suite, le mélange subi une
filtration. L’extraction est refaite pour le retentdt dans les mémes conditions. Puis les deux
filtrats sont alors additionnés et centrifugés a 16000 g pendant 20 min a 4°C. Par la suite 500
ul de filtrat, sont ajoutés a 2.5 ml du réactif 2.6-dichlorophenol indophénol (DCPIP) qui
permet d’oxyder la vitamine C en milieu acide. La solution de DCPIP, de couleur bleue,
devient rose apres réduction ; I’absorbance est mesuré a 515nm et la teneur en vitamine C des
extrais, exprimée en mg/100g de fraise, est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions avec 1’acide L-ascorbique (figure 101 et voir

annexe 1).
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Figure 101: courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

3.2.2. Dosage de la vitamine C dans les différents extraits de fraise

Le mode opératoire appliqué dans cette partie est similaire a celui utilisé pour le dosage de la
vitamine C dans la chair de fraise.

4.Dosage des minéraux contenus dans la fraise

Cette étude a ¢té entreprise au laboratoire de Chimie Physique des
Macromoléculaires et Interfaces Biologiques ( LCPMIB ) de la faculté des sciences de la
nature et de la vie (SNV) dans le but de I'identification de certains métaux contenus dans la
fraise, un fruit trés consommé par la population algérienne mais qui a une capacité
d'accumulation des métaux lourds qui pourrait nuire a la sant¢ humaine. Les éléments visés
par notre étude concerne les métaux alcalains, alcalinoterreux et métaux lourds : Pb, Zn, Fe,
As, Cd, Cr, Ni, Cu et Mn, Mg, K, Par ailleurs, toutes les analyses que nous avons entreprises,

ont ¢été réalisées apres une phase de calibrage de 1'appareillage.
4.1. Les produits chimiques utilisés

Les produits chimiques que nous avons utilisés pour la réalisation de cette étude
etaient disponibles au laboratoire LCPMIB de la facult¢ SNV si¢ge des mesures de XRF.
Nous avons utilisé les produits suivants :

KCl, KBr et des composés utiles comme ['Acide borique (H3BO3) et le Glucose. D'autres
produits comme les solvants, tels que 1'eau distillée et déminéralisée, 1'éthanol ont été utilisés
pour le nettoyage des outils de manipulation.

4.2. Préparation de la pastille
La préparation de pastille nécessite un additif liant (sel de KBr ou de KCl, la cire et la

cellulose microcristalline ....etc.), finement broyé et déshydraté, dans lequel on mélange
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environ 1% de I’échantillon a analyser (finement broyé¢ également) Cette opération s’effectue,
a I’aide d’un mortier et d’un pilon afin d’obtenir des particules de dimensions réduites.
L’acide acétylsalicylique sert de lubrifiant comme 1’acide borique qui assure la tenue
mécanique de la pastille. Dans notre travail nous avons utilisée le KCl, la cellulose, 1’acide
borique tous sous forme solide.

Ensuite, a 1’aide d’'un moule a pastille et d’une presse, la poudre est soumise a une
pression d’environ 25 tonnes pendant quelques secondes. Sous I’effet de la pression, on
obtient une pastille homogene et translucide de 13 mm de diamétre et de 2 a 3 mm d’épaisseur
environ que I’on pourra analyser directement.

Une prise d’essai de 100 g de fraise est incinérée dans un four a moufle a 500° C pendant Sh.
A la fin de I’expérience on a obtenu 1.2g de cendres. On mélange environ 0.6 g de cendres

avec 5g de bromure de potassium (KBr) comme liant, jusqu’a obtenir une poudre fine et tres

homogene ; puis on prépare la pastille en utilisant une presse en comprimant la poudre a 90

kN (9 tonnes) pendant Smn (figure...).

Figure 102: Schéma du dispositif de compression Figure 103:  pastille  obtenue  apres

compression

Pour I’analyse, la pastille compacte obtenue est placé dans un passeur du spectrometre
X-Ray-Fluorescence (XRF) de marque (Rigaku).On Ouvre la fenétre de mesures analyse
dans le logiciel QuantEZ, programme d’analyse de 1’échantillon par le logiciel NEX QC+
QuantEZ.
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Figure 104 : Schéma du spectfdphotoméf;é X-Ray-Fluorescence.

L’appareil XRF nécesssite un calibrage. Ceci peut se faire par Calibration MCA.
Le calibrage MCA est une fonction permettant d'ajuster correctement les canaux de données
spectrales et I'énergie des rayons X fluorescents. Il utilise un échantillon d'étalonnage spéciale
MCA que le constructeur Rigaku fournit pour chaque instrument. Si ce calibrage n'est pas
effectué¢ pendant une longue période, les positions des pics des rayons X fluorescents se
déplaceront a cotés des bonnes positions sur un diagramme de spectre et les valeurs
d'identification et d'analyse qui en résulteront seront erronées. La procédure est simple et se
fait en plagant 1'échantillon d'étalonnage MCA (qui se présente sous forme d'une pastille jaune

qu'on appelle perle) dans le passeur d'échantillons comme illustré sur la figure suivante :

(alibation Samle
MCA

| 7-1390

Figure 105 : Perle jaune (échantillon d'étalonnage spécial MCA)
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4EME PARTIE : INDENTIFICATION DES ANTIOXYDANTS

NATURELS DE LA FRAISE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHE MINCE (C.C.M) ET PAR HPLC/MS

1 — Essai d’indentification des antioxydants naturels dans les extraits de fraise par
chromatographie sur couche mince C.C.M

La chromatographie est une technique d’analyse qualitative et quantitative. Dans le
présent travail, nous avons opté pour la chromatographie sur couche mince (CCM), qui est
rapide et simple. Cette technique, repose sur des phénomenes d’adsorption. La phase mobile
est un solvant ou un mélange de solvants, qui migre le long d'une phase stationnaire fixée sur
une plaque d'aluminium rigide. L’éluant migre a travers la phase stationnaire essentiellement
par capillarité. Chaque composant migre a sa propre vitesse qui dépend de sa nature et de
celle du solvant (Hennebelle, 2006).
Les analyses par chromatographie sur couche mince (CCM) ont été effectuées avec des
plaques de Silica gel 60 F254 sur feuille d’aluminium (Merck& Co., Inc., White house
Station, Germany) et celles-ci sont développées dans des cuves en verre conventionnelles,
dont I’atmosphére aura préalablement été saturée en vapeurs de la phase mobile. Les quantités
déposées sur les plaques sont normalement de 100 ug pour les extraits et de 10 pg pour les
produits purs. Apres développement, les plaques ont été observées a la lumiere du jour, et
sous lampe UV a 254 et 366 nm, et la révélation de ces plaques a été faite en utilisant les
réactifs suivants :

e Solution ethanolique de phosphomolybdéne a 1% : 1 g d’acide phosphomolybdique
dans 100 ml EtOH.
e Solution ethanolique de vanilline a 1% : 1g de vanilline dans 100 ml EtOH.

La phase mobile ou I’¢luant est un systéme de solvant (mélange de solvant organique). Nous
avons utilisé six systémes de solvants (S1, S2, S3, S4, S5, S6) de différentes polarités Les
cuves contenant ainsi la phase mobile sont fermées pour la saturation de la cuve par les
vapeurs des solvants (Tableau : 22).
Aprés développement dans des cuves en verre (Camag), 1’observation des plaques a été

effectuée en lumiere visible ou sous UV (254 et 366 nm)
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Tableau 22 : les différents systemes d’élution utilsés pour la CCM

Systémes Solvants Proportion (ml)
Systemel MeOH/Acétate d’éthyle/CHCls/Eau (35/35/30/0.1)
Systeme2 CHCls/ MeOH/ Acétate d’éthyle/ Eau (20/50/30/0.2)
Systeme 3 CHCIl3/ MeOH/ Acétate d’éthyle/ Eau (30/50/20/0.2)
Systeme 4 Acétated’éthyle/CHCl3 /Méthanol (80/23.5/20)
Systeme 5 Acétate d’éthyle/ CHCls/Acide formique | (40/50/10)
Systeme 6 Acétate d’éthyle/ CHCl3/MeOH/Acide | (20/70/10/0.1)
formique

2 — Essai d’indentification des antioxydants naturels dans les extraits de fraise par
HPLC-MS

Une des techniques les plus utilisées pour 1’analyse des composés chimiques
est le couplage en ligne d’une séparation par chromatographie en phase liquide
haute performance (HPLC) avec une détection par spectrométrie de masse (LC-MS).
Cette technique est en train dese généraliser dans de nombreux laboratoires car elle
permet de répondre aux impératifs environnementaux, industriels et réglementaires,
notamment en termes de performances analytiques.

La spectrométrie de masse est une technique analytique qualitative de choix pour les
composés organiques. Elle permet de recueillir des informations en vue d’¢lucider la
structure des especes présentes méme en faible quantité dans un échantillon. Nous disposons
d’un spectrométre de masse TQ 8050 couplé a un chromatographe en phase liquide
(HPLC/MS) fonctionnant en routine, depuis 2017. Les analyses sont réalisées par Impact
Electronique (EI). La durée moyenne d’une analyse est de trente minutes. Cet appareil peut
¢galement analyser des composés non volatiles par introduction directe au niveau de la

source, sans passage par le chromatographe.

2.1 — Echantillonnage analysé par LC-MS
Deux extraits différents selon la méthode d’extraction appliquée ont été filtrés et
analysés sur un systtme LC-MS de la série Schimadzu TQ 8050 (Chromatographe liquide

couplé au spectrometre de masse LC/MS), équipé d'un échantillonneur automatique, un
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détecteur optique a balayage ((UV—Visible avec scan de longueurs d’ondes) (figure :106 ).

Fig 106 : Chromatographe liquide couplé au spectrometre de masse (LC/MS)

Les extraits ont été séparés sur une colonne (Discovery® C18 (5 um) de dimensions
L. 25 cm x D. 4.6 mm,) remplie de 25 cm avec des phases mobiles composées d’eau ultra-
pure et d’acétonitrile (2/98 v/v). La colonne a été autorisée a équilibrer 6 min entre les
injections. Le débit de solvant était 0,25 ml / min et la température de la colonne était de 40

°C.
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5" PARTIE : ETUDE DE L’EFFET DE LA TEMPERATURE
ET DE L’EMBALLAGE SUR LES TENEURS EN
ANTIOXYDANTS NATURELS DE LA FRAISE
(POLYPHENOLS TOTAUENX, FLAVONOIDES, TANNINS,
ANTHOCYANES ET EN VIT C). /

1-Objectif de I’étude

L’objectif de cette étude concernant ’effet de la température et de ’emballage sur les

antioxydants naturels de nos échantillons de fraise est d’étudier :

o [’effet de la température sur les fraises au cours du stockage.

e [’influence de I’emballage sur la conservation de la fraise.

e La variation des teneurs des antioxydants naturels (polyphenols totauenx, flavonoides,
tannins, anthocyanes et vit C) contenus dans la fraise au cours du stockage.

2 — Lieu et période d’étude :

Notre travail a été réalis€¢ au niveau du laboratoire de génie des procédés et chimie des
solutions de la faculté des sciences et technologie de I’université de Mascara. Nos expériences

ont ét¢ menées durant une période d’étude qui s’étend sur quatre mois
3 — Matériel et méthodes :
3.1-Conditions expérimentales :

Nous décrivons dans cette partie le matériel et les méthodes utilisées lors de la réalisation des
protocoles expérimentaux. Dans cette partie nous essayons de décrire les conditions dans les
quelles nos expériences ont eu lieu et nous présentons les différentes méthodes d’analyses

spectrophotométriques utilisées lors de la réalisation de nos expériences.
3.2-Matiere végétale :

Au cours de nos travaux, nous avons utilisé des fraises de la variét¢ Fragaria Vesca de la

famille des Rosaceae. Cette variété est trés répandue en nord de 1’ Algérie.

Une fois les fraises achetées du marché de la ville de Mascara, elles étaient transportées le

méme jour au laboratoire. Avant d’étre utilisés pour les bio-essais, les fraises ont été
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immédiatement triés ; seulement celles a formes réguliére aucun signe de Botrytis ont été
choisies pour nos expériences par contre celles trop petites, défectueuses, trop mures ont été

¢liminées.
3.3- Le stockage :

Les fraises une fois choisies, elles ont été divisées dans des paniers en plastique ouverts et
troués. Elles ont ensuite été stockées a -20°C, +5°C et a la température ambiante et chaque
fois avec ou sans emballage. Ce traitement a été réalisé de fagcon a ce que nous avons obtenu
toutes les modalités suivantes (voir annexe 2)

e FTA (fraise a température ambiante)

e FTAE (fraise a température ambiante avec emballage)

e FRS5 (fraise stockée a +5°C au réfrigérateur)

e FRSE (fraise stockée a +5°C avec emballage au réfrigérateur)

e F(C20 (fraise stockée a -20°C au congélateur)

e FC20E (fraise stockée a -20°C avec emballage au congélateur)

3.4- L’emballage

Les paniers ont été couverts d’un film en cylophane au cours du stockage aux différentes
températures déja citées : Température ambiante, réfrigération (+4°C) et congélation (-20°C).

3.5-Produits chimiques utilisés

Méthanol (CH30H 80%), Peroxide d’Hydrogene (H202 solution a 30%), 1’Acide Ascorbique,
Carbonate de Sodium Anhydride Na2CO3, Acide Chlorydrique (HCl), Folin Ciocalteu (2N),
Ethanol ( EtOH 75%), Acide Formique (HCOOH) et I’Acide Acetique (CH3COOH).

3.6-Analyses quantitatives
3.6.1-Dosages Dosage des antioxydants naturels de la fraise :
Nous avons effectué le dosage des polyphénols, des flavonoides, des tannins , des

anthocyanes et et de la Vitamine C a des intervalles qui dépendaient des conditions de
stockage. Lorsque les fraises étaient stockées a des températures positives, le dosage était fait
presque chaque jour pour une semaine (8 jours). A froid négatif, le dosage était étalé¢ sur
environ 4 mois. Les fraises qui avaient perdues leur aspect attractif et commercial n’ont pas
¢té¢ analysées. Pour chacun des dosages que nous avons effectués, nous avons prélevé un
¢chantillon de (45 a 50g) de fraises provenant de chaque modalité. Puis nous avons broy¢ et

homogénéisé cet échantillon a 1'aide d'un broyeur homogéniseur. Il est a noter que les fraises
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congelées ont été décongelées avant le broyage et avant 1’extraction des antioxydants, de plus
toutes les fraises ont été lavées avec de 1’eau distillée avant chaque test.

3.6.1.1-Analyse des polyphénols

Le dosage des polyphénols a été effectué¢ suivant la méthode décrite par Hikkinen et al (1998
5 1999a, b)

Le dosage des polyphénols a été effectu¢ avec le réactif Folin Ciocalteu a I’aide d’un
spectrophotometre a UV visible a double faisceaux de type SHIMADZU UV-2401PC, la
technique a double faisceau a I’avantage de donner directement 1’absorbance de 1’échantillon.
Pour s’assurer que les résultats sont fiables, le dosage de chaque composé phénolique a été

réalisé en deux essais, aprés on a calculé la moyenne des absorbances mesurées.
3.6.1.1.1-Extraction des polyphénols

Un volume de 25 mL de méthanol est ajouté a 0,5 g de purée de fraise dans un flacon (100
mlL). L’acide ascorbique (80 mg) a été dissout dans 15 mL d’eau distillée et ajouté au flacon.
Ensuite de 1’acide chlorhydrique (10 mL ; 6 M) a été ajouté au mélange. Les flacons étaient
bien agités et mis a I’obscurité (35° C). Apres 16 h, I’extrait était filtré sur du papier filtre et
prét pour le dosage (figure 106).
Extraction des polyphénols totaux (Hdikkinen et Auriola, 1998)
0.5g de purée de fraise
f
[25 ml de MeOH +10ml de HCI (6M)]
+

80mg de vit C/15ml d’eau

l

Laisser 16 h a I’obscurité a 35°C

Filtration

Récupération de I’extrait brut

Figurel06 : Organigramme de I’extraction des polyphénols totaux dans la fraise
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3.6.1.1.2-Dosage des polyphénols par Folin Ciocalteu

e Principe :
En présence de phénols, le mélange d’acide phosphotangstique (H3PWi:040) et
phosphomolibdique (H3PMo012049) est réduit en oxydes bleus de tungsténe (Ws0:3) et de
molybdéne (Mos0:3) que 1’on détermine par colorimétrie.

e Protocole :
Pour le dosage des polyphénols totaux, la méthode consiste a prendre un volume de 0,1 mL de
I’extrait la veille et laissé 16 h a I’obscurité (a 35° C).’extrait a été filtré et prélevé dans une
fiole jaugée de 10 mL. L’extrait était dilué avec 0,1 mL d’eau distillée. Un volume de 0,5mL
du réactif Folin-Ciocalteu était ajouté. Apres 3 min, un volume de 4mL de NaxCO3 (IM) a été
vers¢ sur la solution et de I’eau distillée était ajoutée jusqu’au trait de jauge. Pour la mesure
au spectrophotomeétre, un blanc est préparé avec 0,5 mL du réactif Folin- Ciocalteu et de 4 mL
de NaxCOs (IM). Les tubes étaient placés a 1’obscurité. Apres les 15min a 45° C ou les 90
min a la température ambiante, les résultats étaient lus sur spectrophotometre a 765 nm
(figure 107).

Dosage des polyphénols totaux (Folin-Ciocalteu)

Dans une fiole de 10 ml

{ 0.1ml d’extrait final + 0.5 ml Folin-Ciocalteu
0,1 mL eau distillée j

_|_

Mettre a I’obscurité 90 min ou (15 min a 45°C)

Ajout de 4 mL Na;COs (IM) 10mL eau distillée jusqu’au trait de jauge

Lire au spectrophotometre a 765 nm
Figurel07 : Organigramme du dosage des polyphénols totaux dans la fraise

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme standard a différentes concentrations (0.05, O0.1.

0.2, . ccuee.n. Img/ml) (Huang, 2007) (figure 108).
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Figure 108 : courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
3.6.1.1.3 Extraction et dosage des flavonoides

3.6.1.1.3.1 Extraction des flavonoides (Bruneton. J, 1999)
Un volume de 20ml de solution (MeOH / eau) (V/V) (70 :30) ml est ajouté a 1g de purée de

fraise dans un Erlen (100ml). Ensuite, on a chauffé notre préparation au bain marie a 70° C
pendant 5 minutes et puis apres 24h I’extrait était filtré sur du papier filtre et passe, au rota

vapeur pour évaporer le solvant ; en fin on a récupéré 1’extrait sec contenant les flavonoides

( figure 109).
Extraction des flavonoides (Bruneton. J, 1999)

l1g de purée de fraises

20 ml (méthanol/eau) (80:20) (V, V)

Chauffage au bain marie

| » Sé¢journement 24h

v

Filtration (papier filtre)

l

Evaporation a sec 45° C (Evaporateur)

| » Récupération du filtrat
Extrait brut contenant les flavonoides

Figure 109 : Protocole d’extraction des flavonoides dans la fraise
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3.6.1.1.3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué¢ suivant la méthode décrite par Lamaison et carnet
(1990), et puis adaptée par Haung et al (2004). La méthode consiste a prendre un volume de
1 ml de I’extrait et on ajoute 1 ml de chlorure d’aluminium (AICI3) a 2%. Ensuite, aprés une
agitation rapide pendant une minute a 1700 tr on laisse notre préparation a 1’incubation durant

15 min a température ambiante, les résultats sont lus sur spectrophotométre a 367nm (figure
110).

Dosage des flavonoides : (méthode décrite par Lamaison et carnat (1990) ; Hung (2004)

1 ml d’extrait + 1 ml AlICl3 (2%)

l » Agitation (1700 tr / min)

10 min d’incubation a température ambiante

l

Lire au spectrophotometre a A= 367 nm

Figure 110 : Protocole du dosage des flavonoides dans la fraise

Les différentes concentrations des flavonoides ont été déterminées a I’aide d’une courbe
d’étalonnage dressée a partir d’une série de solutions étalons de quercétine ayant des

concentrations allant de 0.01 a 0.06 mg/ml ( figure 111 ).

y =0.3706x + 0.168
2.5

e R? = 0.9947
2 /
15

' —
1 -
——Linear (1)
0.5

O T T T T T 1
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

densité optique D.O

concentration mg/ml

Figure 111 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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3.6.1.1.4 Extraction et dosage des tannins :

3.6.1.1.4.1 Extraction des tanins (Bate et Smith, 1978)

Un volume de 100 ml d’un mélange a été préparé avec 99 ml de méthanol et 1 ml d’HCI
concentré, ce volume a été ajouté a une masse de 5 g de fraises et puis le laisser pendant 24 h
(Macération) et apres la filtration on récupére [’extrait brut par évaporation du solvant au
rotavapeur (figure 112).

Extraction des tannins (Bate et Smith, 1978) :
5 a 10 g de fraises

Méthanol/ HCI1 Macération pendant 24 h
(99 :1 ml) (V:V)

v

Filtration sur papier filtre

v
Evaporation du solvant au rotavapeur

v
Récupération de I’extrait brut contenant les tannins

Figure 112: Organigramme du protocole d’extraction des tannins

3.6.1.1.4.2 Dosage des tannins
3.6.1.1.4.2.1 Dosage des tannins hydrolysables (Bate et Smith, 1978)
La méthode rappelée dans cette partie afin d’effectuer le dosage des tanins hydrolysables a été

décrite par Bate et Smith, (1978) et consiste a prendre 1 ml de filtrat et lui ajouter 3.5 ml
d’une solution préparée a base de FeCls 102 M dans I’acide chlorhydrique (HCI) 107 M et
aprés 15 s de I’ajout de ce réactif on procéde a la lecture des résultats au spectrophotometre a
une longueur d’onde A = 660nm (figure : 113)

Dosage des tannins hydrolysables : méthode décrite par Bate et Smith, (1978)

1 ml de filtrat
_|_

3.5 ml de (FeCls 102M dans HCI 10 M)
Apres 15 s de I’ajout du réactif

Lire la densité optique au spectrophotometre a A= 660 nm

Figure 113: Organigramme du protocole de dosage des tanins hydrolysables.
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Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) de tannins par millilitre (ml) en se référant a
une courbe d’étalonnage que nous avons dressé a partir d’une gamme étalon d’acide tannique

dans les mémes conditions de concentrations allant de 0.1 a 1 g/ml( figure114).

0.4
y =0.0631x - 0.0693
03
R?= o.9syy
0.2

—_—1
01 // ——Linear (1)
O -

100 200 400 600 800 1000

-0.1

densité optique (D.O)

concentration (mg/ml)

Figure 114 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique pour les tannins hydrolysables
3.6.1.1.4.2.2 Dosage des tannins condensés (Price et al, 1977):

La méthode par la quelle on va réaliser le dosage des tannins condensés est décrite par Price
et al, (1977) et se distingue par 1’ajout d’un volume de 1 ml de I’extrait de fraise a 2 ml d’une
solution préparée a base de vanilline (1%) dans ’acide sulfurique H2SO4 (70%). L’ensemble
du mélange est chauffé¢ au bain marie durant 15min a 20° C a P’abri de la lumicére, et les

résultats sont lus au spectrophotométre a une longueur d’onde A = 500nm (figure 115).

Dosage des tannins condensés : méthode décrite par Price et al, (1977):

I ml de filtrat + 1 ml de vanilline (1 % dans H2SO470%)

v
Chauffage au bain marie pendant 15 min a 20° C a I’abri de la lumicre

v
Lire au spectrophotometre, la densité optique a A= 500nm

Figure 115: Organigramme du protocole de dosage des tannins condensés.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) de tannins par millilitre (ml) en se référant a
une courbe d’étalonnage que nous avons dressé a partir d’une gamme étalon d’acide tannique

dans les mémes conditions de concentrations allant de 0.1 a 0.8 g/ml (figure 116).
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Figure 116 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique pour les tannins condensés

3.6.1.4-Dosage des anthocyanes :

Le dosage des anthocyanes a été effectué suivant la méthode adoptée par Swain et Hillis,

(1959).
3.6.1.4.1-Extraction des anthocyanes :

Dix millilitres d’éthanol (80 %) ont été ajoutés a un gramme de purée de fraise et le tout a été
bien agité. Ensuite I’extrait a été centrifugé pour 15 min a 1700tr (figure 117).

e Protocole :

Trois millilitres (3ml) d’acide chlorhydrique (HCI) dans du méthanol aqueux (HCl 0,5 NV
;CH30H 80-85 % v/v) sont placés dans chacun des deux tubes. La solution dans le premier
tube est diluée avec I mL de I’acide chlorhydrique méthanolique (3 N ; 1:5 v/v), et I mLde
péroxyde d’hydrogéne (H202) est ajouté au second tube (blanc). Les tubes sont alors laissés
15 min a I’obscurité et ’absorbance de la solution dans le second tube mesurée a 525 nm
considérant le premier tube blanc (figure 117).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’anthocyanes par millilitre (ml) en se référant a

la courbe d’¢étalonnage ci-dessous (figure 118 ) (Kalt w.,1999) et (Lopes-da-silva £.,2002).
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Anthocyanins in strawberry

1000 l’

R?=0.9972

o 100 200 300 400 500 600 70O 800 9S00 1000

(mg/L of Cyanidin 3-O-glucoside)

(mg/L of Cyanidin 3-O-glucoside)

Figure 117 : Courbe d'étalonnage de la cyanidine 3-O-glucoside pour le dosage des

anthocyanes totaux

La courbe de corrélation confirme une excellente linéarité. Les quantités d’anthocyanes
obtenues sont calculées grace a la courbe étalon, et a partir des absorbances de chaque extrait

étudié a une concentration fixe.

Extraction des anthocyanes (Swain et al, 1958)

1g de purée de fraise + 10mL EtOH (80 %)

Centrifuger (1700 tours) — 15 min
Préparation des solutions

- A:HC10,5 N

- B: HCI 3N

« C: A + MeOH (80 % w)
«D:MeOH +B (5 mL -1 mL

de B)
*E:1mLH202
[Dosage des anthocyanes}
ImL du jus
3mL de C 3mL de C
[ ImL de D } J [l mL de E (blanc)}

y
15min a 1’obscurité

v

Lire le I au spectrophotometre & 525 nm

Figurel17 : Organigramme de I’extraction et du dosage des anthocyanes dans



3.6.1.5 Dosage de la vitamine C :

Principe du dosage de la vitamine C :
Le L-AA est oxydé (réaction réversible) en Acide déhydroascorbique puis en Acide
dicétogulonique (ADCG) (réaction réversible) selon le bilan des réactions suivantes :

(L-AA) (ADA)

L-Acide Ascorbique  ——— Acide déhydroascorbique +  2H" +  2¢e

DCPIP + 2H" +2e —— Acide leucodérivé réduit (Acide décetogulonique)
(bleu) (rose) (ADCQG)

Réaction bilan :

Acide ascorbique + DCPIP — Acide déhydroascorbique +Acide leucodérivé réduit.

Le compose colorant DCPIP réagit seulement avec le L-AA pour former un composé

incolore. Dans ce cas, le L-AA peut étre dosé dans un extrait d’échantillon a ’aide d’une

solution de DCPIP. La fin de la réaction est évaluée par I’apparition d’une coloration rose-

violet due a I’exces de colorant (DCPIP) (Katsaboxakies et Papanicolaou, 1996).

La vitamine C étant trés oxydable, nous avons donc utilis¢é durant la réalisation de nos

expériences un stabilisant, 1’acide métaphosphorique (HPOs3) qui ralentit son oxydation a I’air.

Le dosage de I’AA est réalisé a partir de jus de fraises (Extrait broy¢). Une fois homogénéisé,
deux grammes de purée de fraise ont été prélevés de chaque échantillon et ensuite 5 ml de
I’acide métaphosphorique (HPO3 3%) ont été ajoutés. Le tout a été mélangé puis centrifugé

pendent 15 min a 1700tr.

3.6.1.5.1 Dosage colorimétrique de la vitamine C par DCPIP :

Un volume de 1 ml du surnageant a été ajouté au 5 ml de HPO3 (3%) et a 15 ml d’eau distillée
(bouillie et refroidie a I’abri de I’air). le mélange est dosé par le 2,6-DCPIP placé dans la

burette jusqu’au virage de la couleur : rose —violet persistant (Figure 119)..

3.6.1.5.2 Etalonnage de la solution de 2,6-DCPIP par préparation d’une solution de
vitamine C :

On a préparé une solution de vitamine C en pesant environ 0,120g d’acide ascorbique, la

recouvrir immédiatement d’une solution d’acide métaphosphorique (HPO3) a 3% , puis la
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transvaser dans une fiole jaugée de 50 ml et ajuster avec de I’acide métaphosphorique (HPO3)
a 3%.
On prépare 50 ml d’une dilution au 1/5 de la solution étalon. Soit F cette solution (solution
fille).

Dans un Erlen, on introduit :

e 5 mlde solution F

e 15 ml d’eau distillée bouillie et refroidie a I’abri de ’air.

e On verse la solution de 2,6-DCPIP dans la burette et on dose jusqu’au virage rose
persistant au moins 30 s

A la fin du dosage, nous avons obtenu un volume de DCPIP a I’équivalence égale a 8.4ml.

Avant I’équivalence A I’équivalence

Figure 119 : Changement de la couleur lors du dosage de la vitamine C par
DCPIP

La concentration molaire du DCPIP a été déterminée en utilisant la formule suivante:

[ [DCPIP]= (m vitC x Vsol F x dilution)/(M(VitC) x Vfiole sol.LF x VDCPIP) }

Les différentes concentrations de la vitamine C dans nos échantillons de Fraises ont été
déterminées en utilisant la formule ci-dessous:

[ [VitC]= [DCPIP]xV DCPIP versé x M(vitC)/ Vjus de fraise 1
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3.6.1.5.3 Dosage spectrophotométrique de I’acide ascorbique par DCPIP:

Un volume de 0.5 ml de D’extrait de fraise a été recouvert par 2 ml de solution tampon
(pH=4). La solution A : Acide citrique 0.1M et solution B: phosphate disodique 0.2 M), et 5
ml de HPO3 (3%) plus 1 ml de 2,6-DCPIP et en fin la solution a tester et passer dans les
cuvettes afin de lire la densité optique D.O a une longueur d’onde. (A = 520 nm) (figure 121).

La lecture de la densité optique a 520 nm permet de déterminer la concentration de la
vitamine C en se référant a une courbe étalon dressée a partir d’une série de solutions étalons

d’acide ascorbique de concentrations allant de 0.01 a 0.07 mg/ml (figure 120 ).

0.8 y = 0,996x + 0,0263
2 =
0.7 _ R?=0,997

0.6 /
0.5
0.4 /

0.3 e —1

0.2 / ——Linear (1)
01 2

O T T T T T T 1
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

densité optique (D.O)

Concentration (mg/ml)

Figure 120: Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique
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Dosage de la vitamine C : (Katsaboxakies et Papanicolaou, 1996)

Prendre 2 g de purée de fraise + 5 ml de HPO3 (3%)

v

M¢élanger

Dosage colorimétrique de la vit C par DCPIP Dosage UV- visible de la vit C par DCPIP

v

Centrifuger (1700 tr) -15 min

1 ml du surnageant (jus de fraise) 0.5ml de I’extrait de fraise
+ +
5 ml de HPOs3 2ml de solution tampon (PH=4)
+ +
15 ml d’eau distillée 5ml de HPOs + 1 ml de DCPIP
l l
Doser par la solution de DCPIP lire la D.O au spectrophotométre a A= 520nm

- /

Figure 121 : Organigramme du dosage de la vitamine C

dans la fraise

Dans la suite de notre travail nous avons fait une analyse détaillée sur 1’effet de la
température et de I’emballage au cours du stockage sur le taux des polyphénols totaux, des
flavonoides, des anthocyanes et de la vit C en fonction du mode de conservation (avec ou sans
emballage) en fonction du temps a températures positives (T.A et +5°C) et négatives (—
20°C). Par la suite nous allons vous faire part des différents résultats que nous avons obtenus
suivi de leurs discussions. Ceci sera détaillé¢ dans la suite de notre étude dans la partie suivante

résultats et discussions.
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1*RE PARTIE : SCREENING PHYTOCHIMIQUE ET ETUDE DE
OUELOUES PROPRIETES PHYSICOCHIMIOUES DE LA FRAISE

1.Analyse phytochimique

1.1.Résultats du screening phytochimique
L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des fraises a permis de mettre en

évidence la présence de quelques familles chimiques représentées dans le tableau 23

Tableau 23 : Les résultats de screening phytochimique.

Les composés

Réactifs utilisés

Résultats @

Flavonoides HCl/Mg +++
Tanins FeCl3 +
Saponines Determination de 1’indice de +

mousse (IM)

Terpénoides CHCI3/H2S04 +++
Composés réducteurs Liquer de Fehling +
Oses et holosides EtOH -
Huiles essentielles CH2CL/EtOH -
Coumarines NH4OH (25%) fluorescence -

sous lumiere UV

Quinones NaOH (1%) -
Anthocyanes ++
Alcaloides Réactif Wagner : HgClo+ KI +

Réactif Mayer :
Iodomercurate de potassium
KoHgls + 12

(*) : +++ : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif ; - : Négatif.

La présence ou I’absence des différents groupes chimiques sont présentées dans les figures ci-

dessous :
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1: Anthocyanes

2: Antraquinones
3,4 : Composés réducteurs

1 2 3 4

Figure 123 : Résultats du screening phytochimique des Coumarines ( l'observation sous UV

366 nm l'absence d'une fluorescence indique I'absence de coumarines).
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5 : Réactif de Mayer

6 : Réactif de Wagner

5 6

Figure 124 : Résultats de screening phytochimique des Alcaloides

7 8 9

Figure125 : Résultats de screening phytochimique des holosides, quinones et saponines.

7 : Oses et holosides
8 : Quinones

9 : Saponines

10 : Tanins
11 : Flavonoides

12 : Terpénoides

10 11 12

Figure 126: Résultats de screening phytochimique des tannins, flavonoides et terpénoides.
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Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau (23) et représentés par
les figures ci-dessus font ressortir les résultats suivants :
La présence des flavonoides, des tanins galliques et des terpénoides.
La présence des saponines et de composés réducteurs. Une réaction positive pour les
alcaloides et les anthocyanes.

L'absence des oses et holosides, des coumarines, quinones et antraquinones dans les fraises.

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les extraits de fraise présentés
dans le (Tableau 23) montrent que la présence flavonoides, terpénoides et des anthocyanes est
plus marquée que les autres composés recherchés. L’étude compléte du screening
phytochimique met en évidence la présence de compoés chimiques qui posseédent des activités
biologiques intéressantes, notamment des substances polyphénoliques (Flavonoides, Tanins et
anthocyanes). La nature des principes constituants chimiques mise en évidence par le criblage
phytochimique laisse prévoir des activités pharmacologiques intéressantes de notre fruit
étudié. En effet, Il s’agit essentiellement :

Des flavonoides souvent présentés comme anti-inflammatoire, antiallergique, hépato
protecteur, antispasmodique, hypocholestérolémiant, diurétique, antibactérien, antiviraux in
vitro. Ils sont dotés d'un pouvoir thérapeutique avéré pour soigner les troubles fonctionnels
intestinaux comme la colopathie fonctionnelle, la laxophobie, la constipation etc...
(Bruneton., 2009).

Des tanins : les applications des drogues a tanins sont assez restreintes et découlent de
leur affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, elles imperméabilisent les
couches les plus externes de la peau et des muqueuses, protégeant ainsi les couches sous-
jacentes ; elles ont aussi un effet vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. Par voie
interne, ils exercent un effet anti diarrhéique certain. Quelle que soit la voie d’administration,
I’effet antiseptique — antibactérien et antifongique — clairement démontré de ces composéss
est intéressant (diarrhées infectieuses, dermatites) (Bruneton., 2009).

Des saponosides : sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est attribuée a
leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire. Il est ¢galement assez fréquent
que ces composés aient une trés forte activité hémolytique. In vivo, bon nombre de
saponosides assurent la défense du végétal contre I’attaque microbienne ou fongique.

(Bruneton., 2009).
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Les alcaloides jouent toujours un rdle important, comme principes actifs des
médicaments, malgré I'essor des produits de synthése. Ils sont utilisés soit tels quels, soit sous
forme de dérivés plus actifs, mieux tolérés par I'organisme. Un des premiers alcaloides utilisés
a ¢ét¢ la Quinine antimalarique qui rend encore service dans certaines formes graves du
paludisme dues a plasmodium fa. Son isomére, la Quinidine, supprime les fibrillations
cardiaques. La Colchicine du colchique est un reméde anti-inflammatoire spécifique des acces

douloureux de la goutte.

Le groupe des alcaloides de L’Ergot de seigle conserve une place privilégiée avec
l'ergotamine, dépresseur du systéme nerveux sympathique (sympatholytique), son dérivé
dihydrogéné, vasodilatateur cérébral indiqué dans le traitement des migraines, et la

bromocriptine, inhibiteur de la lactation, également prescrite dans certains types de stérilité.

Les alcaloides indoliques fournissent des médicaments importants : la Reserpine, isolée d'une
plante indienne sédative Rauvolfia Serpentina, qui a inauguré avec la chlorpromazine les
neuroleptiques, médicaments spécifiques des psychoses aigu€s avec agitation, et apporté une
révolution en thérapeutique psychiatrique ; la Vincamine, qui améliore le fonctionnement des
cellules cérébrales (sujets 4gés) ; la Vinblastine et la Vincristine, alcaloides voisins de la
pervenche de Madagascar, utilisés dans le traitement des leucémies, de la maladie de Hodgkin

et de diverses autres tumeurs.

Les tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits de fraises ont confirmé la
présence de plusieurs familles de composés. La richesse des fraises en composés chimiques

actifs pourrait expliquer leur forte consommation.

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus
important dans les fraises. Et comme la majorité des effets pharmacologiques sont dus a ces
substances, un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides, des anthocyanes et des

tannins contenus dans les fraises a été effectué pour en estimer leurs teneurs.
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1.2.Parametres physicochimiques

1.2.1.Détermination du taux d’humidité

Les valeurs de la teneur en eau de nos échantillons de fraise sont illustrées dans la figure
suivante :

% /\
100 -‘
80 -
60 -

40 -

Taux d'humidité

Figure 127 : Taux d’humidité des échantillons de fraise.

Le taux d’humidité dans la fraise est de 90,5%.Cette valeur mesurée est proche de celle

trouvée par Garcia et al (2002). Cela prouve que la fraise est un fruit trés riche en eau.

1.2.2 Détermination du pH : Potentiel d’hydrogéne

Les valeurs moyennes du pH des échantillons de fraise sont illustrées dans la figure suivante :

O,_.Nw-b

pH

Figure 128 : mesure du pH des échantillons de fraise.

Le pH est un critére principal et d’une importance primordiale, il indique la qualité de la

conservation des fruits et légumes et sert aussi a mettre en évidence d'éventuelle
fermentation microbienne.
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Selon Luh et al. (1986), un pH bas est essentiel pour empécher la détérioration et la
dégradation des fruits et légumes, en défavorisant la prolifération des bactéries, des

levures et des moisissures.

D’apres la figurel28, une valeur de pH de 4.11 a été enregistrée. Nos résultats sont
supérieurs a ceux obtenus par kamal ez al. (2015) et Sindumathi ez al. (2014) et a ceux
obtenus par Grigelmo-Miguel et Belloso-Martin (1999) et Potel Carlen , (2005) qui
ont trouvé une valeur de 3.69 pour la confiture a base d’abricot et d’orange et de 3.29
pour la confiture de la fraise, et une valeur de 2.86 pour une confiture de noix de coco
respectivement. Par contre nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Muhammed

et al. (2008) avec un pH de 4,60 pour la confiture de pomme.
1.2.3.Détermination de I’acidité titrable.

L’acidité titrable de notre échantillon de fraise est donnée par la figure 129.

E.A.G/100g

6
5
4
3
2
1
0

Acidité titrale

Figure 129: I’acidité titrable de 1’échantillon de fraise.

La teneur en acides organiques (acides citrique, malique, tartrique,...) est regroupée sous le
terme « acidité».L’acidité d’un fruit refléte directement son acceptabilité par le consommateur
et sa conservabilité.

La valeur enregistrée de 1’acidité titrable de nos fraises est de 5,12. Cette valeur est inférieure
a celles trouvés par (Potel Carlen ,2005) qui ont travaillé sur des jus de fraises.

Garcia-Vigueraet al. (1999), ont rapporté des valeurs comprises entre 0,6 et 1,2 g/100g pour

la confiture de fraise, ces valeurs sont inférieures a celles obtenues dans la présente étude.

251



Des acidités de 0,5 et 0,22 g/100g ont été enregistrées par Aslanova et al. (2010) pour les
confitures de cerise et de fraise, respectivement. De ces résultats, on peut constater que

I’acidité de la confiture de fraise (0,22 g/100g) est inférieure a nos résultats.

De méme, les études effectuées par Touati et al. (2014), ont donné des valeurs inférieures a

nos résultats ou 1’acidité constatée est de 0,82g/100g.

De ces résultats, on peut constater que nos fraises sont riches en acides organiques.

1.2.4.Détermination des teneurs en cendres.

Les valeurs de la teneur en cendres des notr échantillon de fraise sont illustrées dans la figure

130.
mg/100g
1 /\

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
Taux de
0 cendres

Figure 130: Teneurs en cendres des échantillons de fraise.

Les variations dans le teneur en matiéres minérales (taux de cendres) sont trés probablement
dues aux conditions de croissance telles que la qualité des sols (distribution des ¢léments

minéraux dans le sol), le volume d’eau et la composition des engrais utilisés (Lopez et al ;
2008).

D’aprés nos résultats obtenus, on remarque que la teneur en cendres de notre échantillon de
fraise est de 1%.Cette valeur est supérieure a la teneur moyenne en cendres (0,280%) de la
confiture d’abricots rapportée par Belitz et al. (2009). La teneur en cendre de notre
échantillon de fraise est deux fois supérieure a celle obtenue par Tapsoba (2011) qui a trouvé

une valeur de 0,40% pour la confiture de baobab (Adansoniadigitata L.).
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1.2.5.Teneurs en sucres totaux et en sucres réducteurs

Les sucres totaux regroupent I’ensemble des polysaccharides, les oligosaccharides et les
monosaccharides. Ils constituent la majeure partie de notre alimentation et sont apportés
surtout par les fruits (Lee et al., 1970).

La concentration en sucres des fruits et leurs dérivés est d’un grand intérét, en raison de leur
influence sur les propriétés organoleptiques; elle conditionne la stabilité et la conservabilité

des dérivés de fruits (Pavlova et al., 2013).

A partir la courbe d’étalonnage de glucose que nous avons établi, des taux de sucres de
0,148mg/ ml et de 0,709mg/ml ont été enregistrées concernant les sucres totaux et réducteurs

respectivement pour notre échantillon de fraise.

mg/ml

Teneur en sucres totaux

Teneur en sucres réducteurs

Figure 131 : Teneurs en sucres totaux et réducteurs de notre échantillon de fraise.

Nos résultats concordent avec ceux obtenues par Chauhan ef al. (2013) avec une
teneur de 61 g/100g (confiture de noix de coco), avec ceux rapportés par Touati ef al. (2014)
avec une teneur de 64,9 g/100g (confiture d’abricot) et avec ceux trouvés par Mathlouthi et
al. (2009) avec un taux de sucres totaux de 57,7 a 61,6% (confitures de fraises, abricot, cerise

et framboise).
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2"MEPARTIE : ETUDE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DES
COMPOSES PHENOLIQUES ET EVALUATION DE LEUR ACTIVITE
ANTIOXYDANTE.

1.Extraction des composés phénoliques des fraises

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour extraire les composés phénoliques des fruits
et Iégumes. La méthode la plus utilisée est I’extraction conventionnelle par macération (ECM)
qui constituera notre méthode d’extraction de référence (témoin). Les autres méthodes
étudiées dans ce travail sont basées sur ’extraction par solvants mais intensifiées par
I’utilisation du reflux, du soxhlet ou par I’utilisation des ultrasons. L’extraction par reflux, par

soxhlet et par ultragons ont été utilisées a titre comparative.

1.2. Extraction conventionnelle par macération(ECM)

Une ¢étude préliminaire a été effectuée pour déterminer le rapport solvant/eau (v/v) qui
donnera le meilleur rendement en antioxydants naturels et qui sera appliqué dans la suite de
notre étude (figure 122).

Les conditions de I’extraction conventionnelle par macération (ECM) ont ¢té choisies selon
les données de la littérature (Zia-ur-Rehman et al., 2006 ; Li et al., 2006a; Sawalha et al.,
2009 ; M’hiri et al., 2014 ; M’hiri et al, 2015). Les solvants utilisés sont des mélanges de
solvants/eau a différents ratios 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20 (solvant/eau %
(V/v)).

Selon la littérature (Li et al., 2006b) et (Bartnick et al., 2006), les solvants donnant la teneur
la plus ¢élevée en phénols totaux sont le méthanol et 1'éthanol. Une concentration d'éthanol ou
de méthanol variant de 70 a 80% est la plus utilisée pour I’extraction des composés
phénoliques des fruits et Iégumes, la chose que nous allons essayer de vérifier dans la suite de

notre travail.

La fraise fragaria vesca disponible dans le commerce est utilisée comme matériau
d'extraction. Cette mati¢re premicre est lavée puis broyée. 30 g de purée de fraise est transféré
dans un Erlenmeyer et les volumes appropriés de solvants d'extraction (solvant-eau) sont
ajoutés pour enrichir le rapport solide / solvants souhaité. Ainsi, 100 ml de solvants sont

utilisés pour 30 g de fraise. Le mélange est agité pendant 48 h a 25°C, Apres filtration de la
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solution et évaporation a sec du filtrat a 1’aide d’un rota-vapor (45° C) on récupére [’extrait

brut sous forme liquide de couleur rose.

[ 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20 (solvant/eau % (v/v)) / 30 g de fraise ]

l

[ Macération et agitation pendant 48h J

l

[ Filtration 1

l

[ Evaporation du solvant }

v

[ Récupération des extraits bruts des fraies / Calcul des rendements}

Figurel32 : Optimisation du rapport solvant/eau /(30g de fraise).

1.2.1. Recherche du meilleur solvant d’extraction

Le solvant doit étre sélectif, possédant une grande capacité de dissolution, une
température d’ébullition peu élevée et une faible viscosité. A ce niveau du procédé
d’extraction, le choix du solvant déterminera le profil phytochimique de [I’extrait,
dépendamment de la polarité de chaque molécule. Du fait de leur structure chimique, les
polyphénols sont des composés moyennement polaires. Les formes glycosylées sont
relativement solubles dans 1’eau du fait de I’affinité de ce solvant pour les groupements
hydroxyles portés par le sucre, ma