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Résumé

L’objectif de cette étude est d’optimiser 1’ecoextraction des composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins) de 1’ail triquetre (Allium triquetrum L ). ainsi que
leur activité antioxydante. L’optimisation des teneurs des composés phénoliques a été
réalisée par un plan d’expérience composite centré a deux facteurs (concentration de solvant
et temps de macération). Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins d’ail
triquétre ont été déterminés par dosage spectrophotométrique. L’évaluation de I’activité
antioxydante a été réalisée par le méthode DPPH. Les résultats obtenus montrent que les
teneurs optimales des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins sont de (11,54 mg
EAG/g,14,03mg EQ/g ,9,35mg EAT/qg, respectivement. Une forte capacité antioxydante a été
observée pour les extraits d’ail triquétre avec un 1C50 de 0,15 mg/ml.

Mots clés : polyphénols totaux, flavonoides, tanins, Allium triquetrum L., éco-extraction, plan

composite centré.



Abstract

The objective of this study is to optimize the eco-extraction of phenolic compounds
(total polyphenols,flavonoids and tannins) form triquetrum garlic (Allium triquetrum L.)and
their antioxidant activity .the optimization of phenolic compounds contents was determined
by a central composite experimental design focused on two factors (solvent concentration and
maceraction time).The contents of total polyphenols,flavonoids and tannins of triquetrum
garlic were carried out by the DPPH method .The results obtained show the optimal contents
of total polyphenols, flavonoids and tannins are (11.54 mgEAG/g , 14.03 mgEAG/qg,
9.3bmgEAG/q) ,respectively a high antioxidant capacity was observed for the triquetrum
garlic extracts with an IC50 of 0.15mg/ml .

Key words: Total polyphénols,flavonoids ,tannins ,Allium triquetrum L.,eco-extraction

,Central composite design
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INTRODUCTION

Allium triquetrum L. (Alliaceae) également connu sous le nom de poireau a trois
angles ,oingnon triangle ou ail a tige traingulaire ; est une plante a fleur , vivace , bulbeuse ,
originaire, de la région méditteranéenne occidentale et centrale (PARSON et
CUTHEBERSTON ,2001) étant courament trouvee dans les écosystéme des zones humides.
plante annuelle , a tige molle triquétre (triangulaire , a angle aigus ) de 10 a 40 cm épaisse , ce
rétricit progressivement de la base jusqu'a I’inflorescence . Les fleures sont glabres, planes
dessus at aigue dessous. Les fleurs sont blanches en clochettes pendantes, elle comporte 6 a
12 fleurs pédicillées (généralement penchée du meme coté). Le bulbe est capsulaire, blanc,
petit, tendre et a odeur de poireau. L’identification d’ail triquétre n’est pas difficile. L’ail
triquétre se distingue des autre espéces du genre Allium par la forme a trois angles de la tige
florifere, les fleures aux tépales blanc et aux bandes vertes cenrales, et son odeur distinctive
d’oignon (PARSON et CUTHBERSTON ,1992 ; WALSH et ENTWISLE, 1994).

Les bienfaits pour la santé d’A. Triquetrum L. sont liés a la présence de métabolites
secondaires spécifiques, en particulier les composés phénoliques. En fait, les bulbes et les
fleurs d'oignon triangulaire sont riches en flavonols, comme les glycosides de kaempférol, et
les saponines. Les propriétés antioxydantes puissantes d’ail triquiteére est étroitement i€ a ces
composés phénoliques (COREA et al, 2003 ; MACCELLI et al., 2020).

Prenant conscience du potentiel nutritionnel et thérapeutique des composés bioactifs naturels
d’ail triquétre ont acquis une importance significative dans la préparation de nombreux
produits en particulier dans les domaines nutraceutiques, pharmaceutique et cosmétique
(HERZI , 2013 ; ZHANG et al., 2020).

De ce constat, L’extraction de ces composés constitue une étape technologiquement
importante mais les procédés classiques qui sont habituellement utilisés requierent
généralement I’utilisation de solvants toxiques, des températures élevées pendant des temps
de traitement longs entrainant ainsi des consommations importantes d’énergie (PRADAL,
2016), il parait donc indispensable d’agir et améliorer ces techniques conventionnelles en vue
d’aboutir a des produits strs, de meilleure qualité, issus de technologies alternatives efficaces,
rentables et plus protectrices de I'environnement.

C’est dans ce cadre que les principes de 1’approche d'extraction verte ont été définis.
Parmi ces techniques, les traitements électriques (Champs électriques pulsés (CEP),
Décharges électriques de haute tension), électrothermiques (Chauffage ohmique), la Détente
instantanée contr6lée (DIC), les hautes pressions, les micro-ondes ou les ultrasons se sont

développés ces derniéres années pour I’extraction de composeés fonctionnels & partir des



INTRODUCTION

végétaux. Ces procedés favorisent la dénaturation des membranes cellulaires et par
conséquent améliorent le potentiel d’extraction a partir de la matrice végétale et présentent
I’avantage d’étre des méthodes sélectives, de courte durée de traitement et de faible
consommation énergétique. Elles permettent la création des pores dans les membranes
cellulaires et une réduction voire méme ¢limination totale de I’'utilisation de solvants
organiques (CHEMAT et al., 2019 ; WANG et al., 2019 ; ZHANG et al., 2020).
Ces procédés verts représentent des approches prometteuses car elles permettent de surmonter
les limites actuelles de D’exploitation et I’application des extraits végétaux a I'échelle
industrielle (STAROWICZ et al., 2019) et elles aboutissent a un produit de haute qualité
avec une absence de résidus de solvant organique et de dégradation thermique.

Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est d’optimiser  1’ecoextraction des
composés phénoliques ( polyphénols totauux, flavonoides et tanins) de I’ail triquétre et ainsi

que leur activité antioxydante.

Ce travail est organisé en deux parties : La premiére partie "Revue bibliographique”
est une étude bibliographique ayant pour objectif de dresser un bilan de connaissances sur les
Polyphénols, les méthodes d’écoextraction anisi que la plante étudiée Allium triquetrum L.

La deuxieme partie comporte sur le matériel et les méthodes utilisés pour effectuer
I’optimisation des teneurs des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et
tanins), et 1’activité antioxydante (activit¢ antiradicalaire DPPH). Ainsi que les résultats
obtenus et la discussion de ces derniers. Enfin, une conclusion générale qui résume

I’ensemble des résultats obtenus et les perceptives envisagées.
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1. Description morphologique

Ail a trois angles : plante vivace, bulbeuse, de 10 a 25 cm de haut, la tige est épaisse a
section triangulaire et a angles aigus. Les feuilles sont basales, vertes et étroites, a la surface
supérieure plane. L’inflorescence est en ombelle comprenant 6 a 12 fleurs pédicellées
(généralement penchées du méme coté), de couleur blanche veinée de vert, a division
lancéolées. Les fruits sont capsulaires (DUPONT, F et GUIGNARARD, J-l., 2012)
(ANGIOSPEM PHYLOGENY GROUP ,2012)
2. Origine et habitat

La plante de I’ail triqueétre a été décrite et dénommée par CARL LINNAEUS en 1750.
Selon PELLOTE (2008), elle est originaire des pays africains et européens situés dans la
région méditerranéenne (Afrique du nord, Ethiopie, France, Péninsule Ibérique et Péninsule
Apennine ) et elle est neutralisée sur les lles Britannique , la Normandie, en 1909 , au sud
d’Australie (CUTHERSTHON,1992) . En Algérie , elle est surtout commune au tell et assez
rare a I’ouest (QUEZELET SANTA, 1963 ; BABA AISSA 1999).
L’ail triquétre s’installe dans des friches seches a fraiches et préfére une exposition ensoleillée
a semi-ombragée. Le substrat doit étre limono-graveleux ou argilo-sableux. Cette espéce est
indicatrice des zones humides et elle supporte des températures jusqu’a a 12°C (QUEZEL et
SANTA ,1963 ; BABA AISSA 1999 ; PELLOTE, 2008)
3. Classification:
3.1 .Appellations :
Dans le tableau ci-dessous sont donnés les noms vernaculaires de la plante étudiée
Tableau 1 : Noms vernaculaire de I’ail triquetre (BABA AISSA, 1999 ; COREA et al. 2003,
DEROEK, 2014).

Langues Appellations

Anglais Angled onion, Triangle onion,triangular-stalked garlic,three-

comered leek,triquetrous garlic or leek , onion weed.

Francais Ail triquetre, ail a tige triquetre, ail a trois anges, ail

companulé, ail sauvage.

Arabe Thoum elghaba(ail forestier),bassal edzib(oignon de chacal).

Kabyle Bibras ou vivras.
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3. 2.Taxonomie (position systématique) :

Le nom botanique de ’ail triquétre est Allium triquetrum L. est une plante a fleure
monocotylédones (angiospermes). Selon la flore d’ Australie (1985), elle appartient a la classe
des Lilioposida, famille des Liliacées et sous-famille des Alliacées . Toutefois selon le
systeme de classification phylogénique des Angiospermes Groupe III (APGII), Allium
triquetrum L. appartient a I’ordre des Asparagales, famille des Amaryllidacées est sous-
famille des Allioidées (QUEZEL et SANTA, 1963).

Tableau 2 : classification d’Allium triquetrum L. de la flore d’ Australie et I’APG III.

Flore d*Australie APG.III
Regne : Plantes Reégne : Plantes
Sous-regne : Plantes vasculaires Sous-embranchement : Angiospermes
Embranchement : Spermaphytes Classe : Monocotylédones
Classe : Liliopsida-Monocotylédones Ovrdre : Asparagales
Sous-classe : Liliidées Famille : Amaryllidacées
Ovrdre : Liliales Sous-famille : Allioidées
Famille : Liliacées Genre : Allium
Sous-famille : Alliacées Espece : Allium mrigutrum L.

Genre : Allium

Espece : Allium mrigutrum L.

3.3. Description botanique :
La description de 1’ail triquétre a été faite a partir de notre observation personnelle et a partir
de celle rapportée dans la littérature (QUZELE et SANTA ,1963 ; BABA AISSA ,1999 ;
BLOOD, 2001, BOCK, 2013, DEREOCK ,2014).
3.3.1. Feuilles et tige florifere :

Allium triquetrum L. est une plante vivace, herbacée d’une hauteur de 15 a 50 cm qui

varie en fonction de la provenance et des conditions environnementales.
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Le nombre de feuilles différe et chaque plante se compose généralement de 2-5
feuilles et de 1-2 tige florifere par bulbe (FIGUREL). Les feuilles sont larges de 5-15
millimetres, vertes, planes, glabres, lancéolées, cad uc ayant une odeur d’ail forte lorsqu’elles
sont coupées ou écrasées.

Le pédoncule est un peu épais, triangulaire, dressé découlant directement du bulbe et
le plus souvent plus long que les feuilles. Il se termine par une ombelle contenant chacune 6-
10 fleurs (PARSONS, 2001).

Figure 1 : les feuilles et la tige florifére d’Allium triquetrum

3.3.2. Les bulbes

Les bulbes est les bulbilles sont généralement ovoides, blanc —crémes, avec une odeur
forte d’ail. Le bulbe est un organe de stockage souterrain lorsque le feuillage meurt. Ils
forment la jeune plante de la plante prochaine saison de croissance. Avant la croissance, 1’ail
triquétre est sous forme d’un petit bulbe tunique ou d’un groupe de bulbilles avec une grappe
de racines blanches charmues. La longueur des racines varie selon la saison et le type du sol
(TEHRANCHIAN, 2011).

3

Figure 2 : Les bulbes d’Allium triqguetrum L .
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3.3.3. Inflorescences et fleurs :

Les fleurs d Allium triquetrum sont campanulées (en clochette) et pendulaire. L’ombelle
est sous-tendues par une spathe (bractées unies), les fleurs sont hermaphrodites et sont de 5-10
par ombelle. Leur pétale est blanc avec une raie centrale verte. Le pédicelle est plus long que
la fleur, les fleurs sont actinomporphes et le gynécée (pestil) comprend un ovaire supere a
trois loges, un style court et un stigmate divisé en trois. L’ovaire a trois carpelles unis, chacun
avec 1 a 2 ovules par loge ; les fleurs sont chasmogames. GARCIA et al, (2006) signalent
que les fleurs s’ouvrent méme lorsque les antheres ont encore fermées. L’androcée est
composé de six etamines, soudée a la base des tépales, dont trois internes (longues) et trois
sont externes (petites). Cette différence diminue, aprés la floriason, de 1,2 mm environ a 0,5
mm. Les étamines longues sont presque a la verticale lors de la I’anthése puis pliées vers le
bas, les étamines sont plus longues gue le style.
L’ail triquétre a plusieurs stades de croissance : les graines germent dans la premiere année
et les bulbes seront formés a partir de la seconde année ; cependant, les graines sont produites
si les fleurs sont fécondées chaque année. Généralement, la période de floraison a lieu entre
les mois de Mars et Mai, mais elle peut étre significativement modifiée par les conditions
saisonniéres et de la tempeérature apres la maturation des bourgeons. Selon EICHII et al.

(2000). Les bulbes stockés a 5 -10°C s’épanouissent plutdt que ceux stockés a 15°C.

carpelles

unis

Figure 3 : Ombelle d’Allium triquetrum L. et les parties de sa fleur.
3.3.4. Fruits et graines
Aprés fécondation, une capsule globulaire verte par fleur se formera. La taille des
capsules differe en fonction du nombre de graines ; celles —ci sont également généralement en
nombre de six par capsules, noires et ovoides. Les graines ont une courte durée de vie (1an) et
chaque plante peut produire jusqu’au 50 graines par saison (BLOOD ,2001).
La propagation d’Allium triquetrum L. se fait par voie vegeétative des bulbes et

semences ; la dissertions est barochore. Les graines germent & I’automne. Les feuilles (2 a 4)
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se forment en hiver et les bulbes a la fin de I’hiver et au début du printemps. La plante meurt
en début d’été et subsiste par les bulbes et bulbilles qui poussent de nouvelles feuilles dans la
prochaine saison de croissance (Automne) (BLOOD ,2001).
Les graines peuvent étre disséminées par le vent, le labourage, les insectes (les fourmis en
particulier), les animaux et les mouvements du sol et de I’eau (BLOOD ,2001).
4. Bienfaits d’ail triquétre

Plusieurs études in vitro et in vivo et un certain nombre d'essais cliniques se sont
concentrés sur les effets bénéfiques de la supplémentation alimentaire d'extraits des plantes de
genre Allium (ROSE et al.,2005 ; SINGH et SINGH, 2008) contre les infections
(SHARIFI-RAD et al., 2016), I'nypertension (KHATUA et al., 2013) le cancer (HERMAN-
ANTOSIEWIC et al., 2007) I'hypercholestérolémie (Liu et Yeh, 2002) , [l'inflammation
(BORLINGHAUS et al., 2014) et le stress oxydatif (MENACER et al., 2017). Ces effets
précieux sont attribués. a la présence de plusieurs composants bioactifs (LANZOTTI, 2012 ;
ZENG et al., 2017) dont les composés phénoliques (COREAL et al., 2003), les composés
soufrés(LAMZOTTI, 2006) tels que l'alliine et ses dérivées formés par une cascade
enzymatique, c'est-a-dire l'allicine et I'ajoéne, le diallyl di- et le trisulfure, qui sont
responsables de l'ail typique ardme (YANG et al., 2019). Les extraits méthanolique des
bulbes et de fleurs d'A. Triquetrum L. se sont révélés efficaces contre les bactéries a Gram
positif (Streptococcus spp., Enterococcus spp et Staphylococcus aureus), et encore plus
efficaces contre les bactéries a Gram négatif (Proteus mirabilis, Acinetobacter spp. ,
Klebsiella pneumonia et Escherichia coli). Ces extraits ont également montré une activité
antifongique contre Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae (MENACER et al.,
2017). RABAH et al. (2020) ont rapporté que les extraits des bulbes, des fleurs et de feuilles
d'A. triquetrum ont montré une inhibition significative de la croissance de Staphylococcus
aureus resistant a la méthicilline (SARM) a été évaluée in vitro.
5. Utilisation d’ail triquétre en Algérie

L’ail triquétre est utilisé comme ingrédient principal dans les salades, les soupes et les

tourtes. Ses fleurs sont employées pour cicatriser les plaies et ses feuilles sont utilisées pour
aromatiser les galettes de pain ou assaisonner les salades. Les jeunes feuilles et le coeur des
racines se mangent crus ou cuits a la vapeur et ils peuvent accompagner d’autres légumes
dans le couscous .Le jus de D’ail triquétre est utilis€ comme insectifuge et il possede des
propriétés antiseptiques propres a toutes les especes du genre Allium (BABA AISSA, 2011 ;
HIMED, 2015).
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1.Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans
le régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS ET SHERMA, 2011).

Les poly phénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal,
comme la croissance, ou la production (WAKSMUNDZKA-HAIJNOS ET SHERMA,
2011).

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances
chimiques possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (PARR et BOLWELL, 2000).

Un nombre considérable de ces composes sont formés de deux noyaux
benzéniques A et B relies par un hétérocycle de type pyranne. Ces composes différent
les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de
I4aliment centrale et la position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées
ainsi que par la nature de liaison hétéro osidique (PARR et BOLWELL, 2000).

Les polyphénols sont des produit de la condensation de molécule d’acétyle
coenzyme A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permet la formation d’une grande
diversité de molécule qui sont spécifique d’une espece de plante, d’un organe, d’un
tissus particulaire (PARR et BOLWELL, 2000).

Les plantes consommeées par I’homme fournissent plus de 8000 composés phénoliques
classés en différentes familles selon la nature de leur squelette carboné (BRUNETON,
2009).

1. Structure et classification des composés polyphénoliques
La structure chimique des polyphénols est caractérisée par un ou plusieurs
noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes en
fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui
les relient. On distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les
flavonoides, les lignanes et les stilbénes et les phénols complexes (Tanins et lignines)
(BOROS et al., 2010).
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Nombre de carbone | Classe Structure chimique Sources
(&3 Phénols simples @—OH ' Céréales, abricot,
banane, chou-flew
Benzoqunones < >
o
Ce6-C1 Acide benzoique —
<\ }—coon
C6-C2 Acétophénones / 4,
0
Acide COOH
phénylacétique D
C6-C3 Acide = Carotte, tomate,
/ &
cinnamique 'a:\ y COOH céréales. aubergine
| &
Coumannes (ﬁo Carotte, célen,
citron, persil
C6-C4 | Naphthoquinones 5 | Abricot
B S
— — -
"
C6-C1-C6 Xanthones q;JO Mangue

Tableau 3 : Classification des polyphénols (GARCIA-SALAS et al., 2010).

1.1.Phénols simples et les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.

1.1.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimere (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des
tannins hydrolysables.

D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés utilisé
dans le secteur pharmaceutique (BRUNETON, 1993).

1.1.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique
La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution tres large ; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquents (BRUNETON, 1993). Les acides cinnamiques et caféique sont des
9
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représentants communs du groupe de dérivés phénylpropaniques qui differe par son degré
d’hydroxylation et de méthoxylation (COWAN, 1999).

1.2.Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées. Elles sont omniprésentes dans les fruits, les Iégumes, les graines,
les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la plante (TSIMOGIANNINS et
OREOPOULOU, 2006).
Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végetaux (MUKOHATA et
al., 1978), dans la régulation de gene et dans le métabolisme de croissance (HAVSTEEN,
2002). Actuellement, environ de 4000 composeés flavoniques sont connus (EDENBARDER
et GRUNHAGE, 2003) et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones
qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est

synonyme avec la structure 2-phényle chromane (YAO et al., 2004) (Figures 4 et 5).

Figure 4 : Structure du 2-phényle chromane Figure 5 : Structure générale des

flavonoides.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
Conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 30et
la fonction 4-oxo (YAO et al., 2004 ; TSIMOGIANNINS et OREOPOULOQU, 2006). En
basant sur Leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ;
flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (HAVSTEEN, 2002 ;
EDENHARDER et GRUNHAGE, 2003) (Figure 6).

10
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Figure 6 : Structures des squelettes de base des flavonoides (HAVSTEEN, 2002).

1.3.Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000g/mol qui présente, a
coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (HASLAM, 1996 ; COWAN, 1999). Les tannins sont caracterisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (SCALBERT, 1991). On distingue deux groupes de tannins

différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

12
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1.3.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol.
Le sucre est tres genéralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le
cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins classiqguement denommés
ellagitannins (Figure 7) (BRUNETON, 1993 ; COWAN, 1999).

cooH O

HO OH
HO OH

Figure 7 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

1.3.1. Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols

Qui se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas
de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes
végéetaux, Gymnospermes et Fougeres (BRUNETON, 1999).

1.4. Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe
descomposes connus par des benzo -a- pyrone (O’KENNEDY et THORNES, 1997) et
toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’¢tat libre
ou biencombiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin
(COWAN, 1999).

2.5. Quinones

Ce sont des composés oxygenés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-
dicéto cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto
cyclohexa-3,5- diénique (ortho-quinones) (BRUNETON, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la

nature, principalement dans le régne végétal et sont fortement réactifs (COWAN, 1999).

13
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2.6. Stilbénes

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides, ce
sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (CROZIER et al., 2006).

2.7. Lignanes :

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de
composés ont été isolés dans environ soixante dix familles.

2. Biosynthese des composes phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

e celle de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination,aux acides
cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acidesbenzoiques ou les phénols
simples.

e celle issue de I’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) delongueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques telsque les 1,8-
dihydroxyanthraquinones ou les naphtogquinones (BRUNETON,1999 ; KAN et al., 2007).

De plus la diversité structurale des composeés polyphénoliques due a cette double
origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des
deux voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte, tels que les flavonoides
(MARTIN et ANDRIA NTSITOHAINA, 2002).

3. Localisation des polyphénols

A T’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de
la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont
synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des
phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont
organisées en métabolons BENARD, C. (2009).

14
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Figure 8 : Localisation des polyphénols dans la cellule végétale

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée 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
I’épiderme.
Au niveau de la plante entiere, il faut noter que certains composés 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 I’amertume ou I’astringence. BENARD (2009).

Les composes phénoliques jouent un role important dans le métabolisme de la plante
mais aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement
biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes,
résistanceaux UV).

Toutes les catégories de composes phénoliques sont impliquées dans les mécanismes de
résistance. DICKO et al., (2006). lls assurent la communication entres cellules, entre
végétaux, entre végétaux et animaux ROBERT, D. et CATESSON, A. M. (2000).

5. Propriétés et activités biologiques des polyphénols

5.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systémes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de

transformation sont considérés comme éliminateurs des radicaux libres (TLILI, 2015).

15
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5.1.1. Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité
a pieger les radicaux libres (Figure 9) et les especes réactives de l'oxygene, le processus est
radicalaire (SOKMEN et al., 2012).

IIs interférent avec I'oxydation des lipides et d'autres molécules par la donation rapide
d'un atome d'hydrogéne aux radicaux libres selon un mécanisme proposé dés 1976 par
SHERWIN : I’antioxydant céde formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert
d’¢lectrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical
intermédiaire. 1l est stabilisé par ses structures mésomeéres conjuguées (SOKMEN et al.,
2012)

e[St

Figure 9: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO") sont relativement stables en raison de la
résonance et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initier (DAI et
MUMPER, 2010). Par ailleurs, ils peuvent agirent avec d'autres radicaux libres selon la
réaction :

PO+ R —mmm—————> POR

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage
des radicaux libres, parce qu’ils possedent :

e Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome
d'hydrogene ou un électron au radical libre.
e Un systeme aromatique stabilisé par la résonnance (DAl et MUMPER, 2010).

Les flavonoides en géneral et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres (FRAGA, 2007).

A cause la présence de 3’,4’-dihydroxy et la présence du groupe O-dihydroxy
(structure des catéchol) sur le noyau arématique B; ils possedent la propriété de donneur
d’électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénéfique pour L'activité

antioxydant des flavonoides. La présence de la double liaison C,-C3 conjuguée avec le groupe
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4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui améliore encore
’activité anti radicalaire (Figure10) (AMIC et al.,2003).

Figure 10 : Caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de
piégeage des radicaux libres élevée (AMIC et al., 2003).
5.1.2. Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme
d'action n'est pas bien controlé ces mémes ions peuvent étre a I'origine d'une peroxydation
lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple Cu®* est un
stimulateur de la peroxydation des LDL (TIWARI, 2001).

Les Composés phénoliques avec catécholate et groupes gallate peut inhiber le métal-
induit la formation du radical oxygéne soit par coordination avec le Fe?* et le renforcement de
l'auto-oxydation de Fe®* soit par la formation de complexe inactif avec le Cu?*, Fe** ou le Cu*
relativement avec faible interaction(PERRON et al., 2009).

H,0,+ Cu® ou Fe** —» Cu®* or Fe** + ‘OH + H,0;
La chélation des ions metalliqgues par les flavonoides nécessite trois sites
principaux :
¢ Noyau catéchol sur le cycle B.
e Les groupe 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.
e Le groupe 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycle A et C (PIETTA, 2000 ; HEIM et

al., 2002).

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres
nécessaires pour avoir une activité anti radicalaire efficace et importante (MIDDLETON et
al., 2000).
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5.1.3. Inhibition enzymatique

En raison de la présence de multiples fonctionnalités phénol, ils interagissent avec les
protéines si fortement, que la précipitation des complexes protéines-polyphénols se produit
fréguemment, ce qui est la base de leur utilisation dans le processus de tannage du cuir
(HANDIQUE et BARUAH, 2002).

Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in

vitro, particulierement dans le cas des flavonoides (ROLO et al., 2009). Afin de préciser le
mécanisme d’action de I’activité inhibitrice des flavonoides, des études ont été réalisées sur
I’effet de la quercétine sur I’oxydation de I’acide linol€ique par une lipoxygénase.
Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition deslipoxygénases par la quercétine ne
serait pas d0 & une complexation ou & une oxydation du Fe?*, mais plut6t & une inhibition
irréversible résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et les dérivés oxydés de la
quercétine (quinone ou radical phénoxy) (CHEBIL, 2006).

5.2. Activité anti bactérienne

Les polyphénols sont doués d’activité antibactériennes importantes et diverses,
probablement dd a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a

la toxicité (HANTO et al , 2005, SHAN, et al ., 2007) .

Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés plus ils sont
inhibiteurs des microorganismes (SCALBERT, 1991).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tanins ont regu plus d’attention du a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols. (DAGLIA,
2011).

Ces composés jouent un role inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutot
sur un mécanisme interne. Ces composés sont supposés agir sur ’ADN, I’ARN et la synthese
protéiqgue (ULANOWSKA et al., 2008).

Ils possedent une capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence
microbienne telle que 1’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de 1’adhésion aux
ligands de 1’hote et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir

une synergie avec certains antibiotiques (DAGLIA, 2011).
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4.4. Activité anti inflammatoire

De nombreuses études indiquer que les polyphénols notamment les flavonoides
possédent des propriétes anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systeme immunitaire par inhibition de I'activité des enzymes qui peuvent
étre responsables des inflammations, ils peuvent aussi moduler lI'adhésion des monocytes
durant l'inflammation athérosclérosique en inhibant [I'expression des médiateurs
inflammatoires (GONZALEZ et al., 2007) .

D'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine (KIM et al., 2004). Les
flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol,
myrecétine ont une activité inhibitrice de la cyclooxygénase COX (TAPAS et al., 2008).

4.5. Activité anti tumorale

Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention du
cancer. En effet, un certain nombre de recherches menées in vitro et in vivo ont montré que
les polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention des différentes
maladies cancéreuses (STAGOS et al., 2012 ; ).De nombreuse études ont montré que trois
types de cancers(sein prostate et digestif) peuvent étre fortement influencés par 1’alimentation
notamment 1’apport en lipides et en antioxydants et que 1’huile d’organe pourrait grace a sa
teneur en polyphénolscontribuer a la prévention de certains cancers tels que le cancer de la
prostate (BENNANI et al.,2009)recherches plus récentes ont décrit les activités anti-
cancérigénes de la curcuminele resvératrol et 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le
traitement du cancer du (DI DOMENICO et al.,2012). Les effets inhibiteurs du thé vert et
noir dans le traitement du cancer ont largement été étudiés. Les polyphénols du thé de type
flavan-3-ol sont des composés bioactifs puissants qui interferent avec l'initiation, le
développement et la progression du cancer par des processus critiqgues (LAMBERT et
ELIAS, 2010 ; YANG, 2013). IIs ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de
cancérogenése en agissant sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires
impliquées dans I’initiation et / ou la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase
de progression du cancer. Les polyphénols peuvent également déclencher I'apoptose dans les
cellules cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en
signal cellulaire (BALAGUER et GOEL, 2010)

4.6. Activité anti cardiovasculaire

Diverses études épidémiologiques ont montré qu’il existe une corrélation inverse entre
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la consommation d’aliments riches en polyphénols et le risque de développement des
maladies cardiovasculaires (VISIOLI et al., 2000; ARTS et HOLLMAN, 2005).

Au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de
faible densité (LDL) évitant ainsi I’athérosclérose (épaississement des artéres qui contribue a
réduire le flux sanguins et peut conduire a 1’asphyxie des tissus irrigués) (YAMANAKA,
1996).

Les polyphénols inhibent aussi I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene
de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant 1’arthérosclérose et les
risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde (REIN et
al., 2000).

D’aprés de récentes données probantes, certains polyphénols sous forme purifiée, y
compris le resvératrol, et la naringénine, ont des effets bénéfiques sur la dyslipidémie chez les
modeles humains ou animaux. Un traitement a la naringénine atténuait 1’athérosclérose en

corrigeant la dyslipidémie (MULVIHILL et HUFF, 2010).

4.7. Activité antidiabétique

Des travaux multiples ont démontré les bienfaits des polyphénols sur les troubles et les
complications métaboliques induites par le diabéte. Les produits riches en polyphénols
peuvent moduler le métabolisme des glucides et des lipides, atténuer I’hyperglycémie, la
dyslipidémie et la résistance a I’insuline, améliorer le métabolisme du tissu adipeux, et
atténuer le stress oxydatif et les voies de signalisation sensibles au stress et les processus
inflammatoires (BAHADRAN et al., 2013).

Les effets antidiabétogenes et cytoprotecteurs des extraits de flavonoides notamment
la quercétinese traduit par un effet significativement positif sur I’insulinosécrétion des cellules
B et la glycémie. Cet effet est dii au pouvoir antioxydant et cytoprotecteur des composés
phénoliques et a la réduction de la production du MDA en empéchant donc la
lipoperoxydation et la normalisation du niveau cytosolique des systemes antioxydants (SOD,
CAT et GSH) (KEBIECHE et al., 2011).

Les composés polyphénoliques peuvent également prévenir la santé avec d’autres
activités : activité sur les maladies neurodégénératives, activité insecticide, activité anti virale,

anti parasitaires.. .etc.
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4.8. Polyphénols et autres pathologies
Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies, telle que

la sclérose en plague (GONZALEZ., 2010) I’ostéoporose (SCALBERT et al., 2005)et les
pathologies liées au vieillissement cérebral (maladie d'Alzheimer, autres types de démences,
maladie de Parkinson...) (SPENCER, 2010). Les composés phénoliques peuvent aussi

atténuer les infections d’origine virale ou bactérienne (GHEDIRA, 2005).
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1. Généralité sur I’éco-extraction

Ces derni¢res années, la sensibilisation a la protection de I’environnement et les
contraintes techniques et réglementaires ont incité les industries chimiques a changer leur
mode de développement et d’opter vers une démarche de chimie verte et durable. Cette
mutation, amene vers une réforme de la chimie pour réduire 1’impact des activités humaines
sur I’environnement.
Ainsi, le concept de la chimie verte a été développé aux Etats-Unis a partir de 1990 a I’issue
du Pollution Prevention Act afin de réduire la production de déchets et la pollution. Ensuite,
en 1998, Anastas et Warner ont définis les 12 principes de la chimie verte qui a pour but de
concevoir des produits et des procédés chimiques permettant de réduire ou d’éliminer
I’utilisation et la synthése de substances (matiére premiere, produits, sous-produits, solvants,

réactifs, etc) dangereuses pour I’homme et 1’environnement. Ces principes sont résumeés dans

la Figure 9
1. Prévention 2. Economie 3. Conception de méthodes de
des déchets d’'atomes synthése moins dangereuses
4. Conception de 5. Solvants et
produits chimiques auxiliaires moins
plus surs polluants
6. Recherche 7. Utilisation
du rendement de ressources
énergétique renouvelables
8. Réduction du 9. Catalyse

nombre de dérivés

10. Conception de 11. Observation en 12. Une chimie
produits en vue de temps réel en vue de fondamentalement
leur dégradation prévenir la pollution plus fiable

Figure 9 : Les 12 principes de la chimie verte (ANASTAS et WARNER, 1998).

Selon les douze principes de la chimie verte, la substitution des solvants toxiques par
des solvants moins nocifs pour ’homme et ’environnement est primordiale grace au
cinquiéme principe qui incite de rendre inutile ou inoffensifs les auxiliaires de synthéses

(solvants, agents de séparation, etc. (ANASTAS et WARNER, 1998).

22



CHAPITRE 11 METHODES D’ECO-EXTRACTION

En effet, les solvants sont des substances chimiques largement utilisés dans de
nombreuses industries chimiques comme la pharmacie, cosmétique, agro-alimentaire,
matériaux, parfumerie, nutraceutique ou les bioénergies et le moyen le plus efficace pour
réduire I’impact liés a leur utilisation est de trouver des solvants alternatifs plus respectueux

de I'environnement.

Ainsi, le probléme des solvants conventionnels est du a leur EHS négatif, car ils sont
issus de ressources pétrochimiques non-renouvelables et la plupart d’entre eux sont
considérés en Europe comme COVs puisque leur pression de vapeur saturante est supérieure a
10 Pa a 20°C et a la pression atmosphérique (LE CLOIREC, 1998). En Europe, 29% des
COVs émis dans 1’atmosphére proviennent des solvants. En France, 53,1% des émissions de
COVs non méthaniques sont issues également des solvants (COVNM).

Donc, afin de réduire les émissions de COVs trois réglementations, sont rentrés en vigueur :

e La directive 1999/13/CE : visant la réduction de 1’émission de COV dues a
I’utilisation de solvants organiques dans certaines activités et installations;

e La directive 67/548/EEC : concernant le rapprochement des dispositions législatives,
réglementaires et administratives relatives a la classification, ’emballage et
I’étiquetage des substances dangereuses et visant la réduction de 1’émission de COV
provenant de 1’utilisation de substances dangereuses;

e La directive 1999/45/EC : concernant le rapprochement des dispositions législatives,
réglementaires et administratives des Etats membres relatives a la classification, a
I'emballage et a I'étiquetage des préparations dangereuses et visant la réduction de
I’émission de COV provenant des produits dangereux.

Cette nouvelle réglementation encourage ainsi la recherche de solvants alternatifs pour
remplacer les solvants conventionnels a risques. Par conséquent, plusieurs équipes se sont
lancées dans la recherche de solvants « verts » et se sont orientées vers 1’éco-extraction qui est
basée sur la découverte et la conception de procédés d’extraction permettant de réduire la
consommation énergétique, mais aussi l’utilisation de solvants alternatifs et des ressources
vegétales renouvelables, tout en garantissant un produit/extrait sur de qualité. La Figure 10

représente les 6 principes de 1’éco-extraction.
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_@uraction
QO
ul - Favoriser 'innovation par la sélection variétale et I'utilisation de
Principe 1 2
ressources végétales renouvelables.
S~ .
_— Privilégier les solvants alternatifs et principalement ceux
[ = Principe 2 1oous des agro-ressources.

Réduire la consommation énergétique par I'assistance
Principe 3 des technologies innovantes et favoriser la récupération

d'énergie.

Favoriser la création de coproduits au lieu de déchets

frmcped pour intégrer la voie de la bio- ou agro- raffinerie.

Réduire les opérations unitaires grice 3 l'innovation
principe 5 technologique et favoriser les procédés sirs, robustes et
controlés.

Privilégier un produit non dénaturé, biodégradable, sans

Principe® oo ntaminants et surtout porteur de valeurs : « éco-extrait ».

Figure 10 : Les 6 principes de I'éco-extraction (CHEMAT, 2015).

2. Méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques

L’extraction des composés bioactifs peut étre décrite comme étant un phénomeéne de
transfert de masse ou les solides solubles, contenus dans les structures végetales, migrent dans
le solvant jusqu’a 1’équilibre. Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés
phénoliques comme I’extraction conventionnelle par solvant (MANTHEY et
GROHMANN, 1996 ; JEONG et al., 2004; ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006 ; LI et
al., 2006A; ZIAUR-REHMAN, 2006 ; XU et al., 2007), I’extraction par eau chaude (XU et
al., 2008), I’extraction assistée par enzymes (LI et al., 2006B) et ’extraction par fluide
supercritiqgue (GIANNUZZO et al., 2003). La méthode d’extraction conventionnelle par
solvant peut causer la dégradation des composés phénoliques a cause des températures
¢élevées et de la durée d’extraction.

De nouvelles techniques combinant 1’extraction conventionnelle avec d’autres
facteurs accélérant 1’extraction (extraction par micro-ondes, extraction par ultrasons,
extraction sous haute pression hydrostatique, extraction par fluide supercritique ou par eau
sous critique) (CHEMAT et al., 2009 ; RAWSON et al., 2011) sont utilisées pour pallier
cette dégradation.

Certains auteurs suggeérent 1’utilisation d’approches combinées appliquées de

maniere séquentielle telles que la techno logie de détente de pression instantanée contr6lée et
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I’extraction assistée par ultrasons (DIC-UAE) ou de maniére simultanée (extraction
enzymatique assistée par ultrasons, extraction par fluide supercritique assistée par ultrasons,
extraction assistée par micro-ondes et ultrasons) pour intensifier I'opération d'extraction et
améliorer le rendement d’extraction.

2.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

L'extraction conventionnelle par solvant est la méthode la plus utilisée pour

I'extraction des composés phénoliques. De nombreux paramétres d’extraction doivent étre pris
en compte pour l'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.
Les paramétres 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 composes phénoliques.

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, I'isopropanol ou I'éther
de pétrole (BARTNICK, 2006). En raison de son efficacité et de sa sureté, I'éthanol est le
solvant le plus recommandé pour I'extraction des composés phénoliques pour des applications
alimentaires et cosmétiques (BARTNICK, 2006).

2.2. Méthodes d’intensification de I’extraction conventionnelle par solvant

Diverses nouvelles techniques d'extraction ont été développées afin de disposer de
méthodes d'extraction qui sont plus respectueuses de l'environnement, utilisant moins
d'énergie et moins de solvant tout en produisant des rendements plus élevés.

Certaines de ces méthodes utilisent des accélérateurs de I’extraction par solvant tels que les
micro-ondes ou les ultrasons, le fluide supercritique/sous-critique et aussi les hautes
pressions.

Certains auteurs ont suggéré (i) une utilisation séquentielle de deux processus tels que la
technologie de chute de pression instantanée contrdlée et 1I’extraction assistée par ultrasons ou
(i1) une approche combinée (méthodes simultanées) comme ’extraction assistée par I’emploi
d’enzyme afin d'intensifier 'opération d'extraction.

2.2.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

L’extraction assistée par ultrasons est une technologie émergente utilisée pour I'extraction des

composés naturels. Ces composés sont souvent extraits par la méthode conventionnelle qui

25



CHAPITRE 11 METHODES D’ECO-EXTRACTION

dure de nombreuses heures. L’utilisation des ultrasons permet d’effectuer des extractions en
quelques minutes avec une reproductibilité élevée, ce qui simplifie I’opération et donne une
plus grande pureté au produit final (CHEMAT et al., 2011). Les ultrasons interagissent avec
le matériel végétal et modifient ses propriétés physiques et chimiques. Un effet de cavitation
est crée, ce qui facilite la libération des composés extractibles et améliore le transfert de
matiere en perturbant les parois cellulaires des plantes (CHEMAT et al., 2011). Le choix
approprié du solvant et de la température permet une meilleure extractibilité des composés
phénoliques. De plus, l'optimisation des paramétres d’extraction assistée par ultrasons tels que
la fréquence, la puissance des ultrasons, le temps d’extraction ainsi que la distribution d'ondes
ultrasonores permet aussi d’augmenter le rendement d’extraction (WANG et WELLER,
2006).

2.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel I'énergie micro-
onde accélére I'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 (INOUE et al., 2010; JAWAD et LANGRISH, 2012).

Au cours du traitement par micro-ondes, le chauffage provoque la rupture des
liaisons hydrogene faibles par la rotation dipolaire des molécules.

Une quantité considérable de pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie les
propriétés physiques des tissus biologiques et améliore la porosité de la matrice biologigue.
Ceci permet une meilleure pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice
(KRATCHANOVA et al., 2004 ; YEOH et al., 2008) et facilite I’extraction des compoSes
entre autre les composés phénoliques (MANDAL et al., 2007). Les principaux paramétres de
I’extraction assistée par micro-ondes sont : le type de solvant, la puissance micro-ondes et le
temps d’extraction.

2.2.3. Extraction par fluide pressurisé (EFP)

L’extraction par fluide pressurisé (EFP) a été largement appliquée pour I'extraction des
flavonoides. En général, l'application de hautes températures et pressions entraine une
augmentation de la vitesse d'extraction et de la diffusivité du solvant dans la matrice
biologiqgue (ROUTRAY et ORSAT, 2012). Ce phénoméne peut s’expliquer par le fait que
lors de l'extraction EFP, les poches d’air présentes dans les tissus des fruits sont partiellement
remplies de liquide. Lorsque la pression est évacuée, l'air occlus dans les pores sort, ce qui

provoque des dommages de la membrane cellulaire des plantes (IGNAT et al., 2011).
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L’EFP peut également provoquer une déprotonation des groupes chargés et la rupture des
ponts salins et des liaisons hydrophobes, ce qui entraine des changements de conformation et
la dénaturation des protéines. Cela rend les membranes cellulaires de moins en moins
sélectives, ce qui rend les composés plus accessibles a une extraction jusqu'a I'équilibre
(CORRALES et al., 2009; PRASAD et al., 2010).

L’extraction par fluide pressurisé¢ implique une moindre utilisation du solvant par rapport a
I'extraction conventionnelle par solvant et il en résulte une faible dégradation oxydative des
flavonoides car le processus se déroule en absence d'oxygeéne et a I’abri de la lumicre
(WANG et WELLER, 2006). Par contre, I’utilisation de températures d’extraction élevées
peut entrainer la dégradation des composés thermolabiles (CHEMAT et al., 2011).

2.2.4. L'extraction par eau sous-critique (EESC)

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 I'eau : 22,4 MPa et 374°C). 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).

L'eau sous-critique pourrait étre une excellente alternative pour extraire tous les flavonoides,
méme les flavanones 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 (CHEIGH et al.,
2012), tandis que au-dessus de 160°C, une diminution de la teneur en hespéridine et en
narirutine a été observée. Ce phénomeéne peut étre expliqué par la dégradation des flavanones
dans les raison de la température élevée appliquée. KIM et al. (2009) ont extrait les composés
phénoliques 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.
2.2.5. Extraction par CO; supercritique (SC-CO,)

L’utilisation de I’extraction par CO, supercritique permet d'éviter la dégradation

thermique et la decomposition des composeés labiles du fait que I'opération est effectuée a une
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basse température, tandis que 'absence de la lumiére et de 1’oxygéne empéche les réactions
d'oxydation (DIAAZ-REINOSO et al., 2006). L'efficacité de la technique d'extraction SC-
CO, est associée a plusieurs parametres, notamment la température, la pression, le flux de
CO; supercritique, la présence de co-solvant et le temps d’extraction (DIAAZ-REINOSO et
al., 2006).

> Approches combinées pour l'intensification de I’extraction

L'extraction des composes phénoliques peut étre effectuée en combinant deux ou plusieurs
techniques. Cette combinaison permet de tirer des avantages des différentes méthodes
d’extraction pour augmenter l'efficacité de l'opération d'extraction (SHIRSATHA et al.,
2012). Les approches combinées pourraient étre appliquées de maniere sequentielle
(technologie de chute de pression instantanée controlée et I’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).
ALLAF et al. (2013) ont rapporté que I'utilisation séquentielle de DIC et UAE (éthanol 80%,
m/v: 20:1, 40°C, 60 min, 150W) pour I'extraction des composés phénoliques des écorces
d’orang améliore les rendements en naringine et en hespéridine. En effet, les teneurs des
écorces d’orange traitées par DIC-UAE sont de 0,825 + 1,6x107 g/g bs pour I’hespéridine et
6,45x107% + 2,3x10™ g/g bs pour la naringine par rapport a 0,64 + 2,7x10 g/g bs et 5,7x10
+ 1,6x10° g/g bs, respectivement dans les échantillons extraits par solvant. Les auteurs
expliquent ce phénomeéne par le fait que le traitement DIC conduit a une expansion de la
structure cellulaire. Quel que soit le type du solvant, ’expansion de la structure peut étre
considérablement intensifiée par I'amélioration de la diffusivité du solvant a l'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 (eau, m/v: 40g: 4
ml, 30 min, 5 bars). Les résultats ont montré que le traitement par champ électrique pulsé
(PEF) a 5 kV/cm augmente la quantité de naringine et d'hespéridine dans I'extrait de 1 a 3,1
mg/100 g base humide et de 1,3 a 4,6 mg/100 g base 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 composeés (LUENGO et al., 2013).
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Ce travail a été effectué au laboratoire de Biochimie, Faculté des Sciences, Université
20 Aot 1955 Skikda, Algérie. L’objectif de cette étude est d’optimiser 1’ecoextraction des
composés phénoliques (polyphénols totauux, flavonoides et tanins) de 1’ail triquétre et ainsi
que leur activité antioxydante.
1. Matériel vegétal
La plante utilisée dans cette étude est 1’ail triquétre Allium triquetrum L. Le choix de

Cette espece comme sujet d’étude dans le présent travail a été guidé non seulement par les
nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont répertoriées, mais aussi par le fait qu’il
s’agit d’une plante trés abondante localement et relativement peu étudiée en Algérie.
L’échantillonnage a été réalisé manuellement le 14 Février 2022 de la région de Djenan el
Anab, Commune : Beni bechir située a 13 Km de la ville de SKIKDA, et ils ont été placés
dans des sacs en plastique stériles et amenés au laboratoire pour analyse.

Avant I’utilisation, les échantillons (figure 11) ont été débarrassés des débris (partie mortes,
organes altérés), soigneusement lavés, ensuite les organes de la plante sont séparés et
découpés en petits morceaux. Les parties comestibles de la plante (feuilles et les bulbes

fraiches) ont fait I’objet de notre investigation.

Figure 11 : Ail triquétre Allium triquetrum L.

2. Extraction de composés phénoliques

La concentration du solvant d’extraction et le temps de macération, ont été optimisés
en se référant a des analyses préliminaires et a la bibliographie (SPIGNO et al, 2007 ;
GALAU et al., 2017 ;JOVANOVIC et al., 2017). L’extraction des polyphénols a été
réalisée selon la méthode D’ERTAS et al. (2016) (Figure 12).
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Matiere végétal
4L

Addition de solvant : Ethanol/eau

Iy

Macération a température
ambiante a ’abri de la lumicre

1l

Centrifugation (6000tours/minutes
pendant 30 minutes)

4L

Récupération du surnageant

4Ll

Extrait

Figure 12 : Protocole d’extraction des polyphénols (ERTAS et al., 2016).
3.Dossage des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénoles totaux

> Principe :

Le réactif de FolinCiocalteu voit ces propriétés colorimétriques modifiées lorsqu’il est
complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des phénols . Cette réaction se
traduit par le développement d’une coloration bleue foncée, qui passe une absorption
maximale aux environs des 725 a760 nm permettant de déterminer la concentration des
polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage a partir des concentrations connues.
(RIBEREAU-GAYON, 1968).

> Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(FC) décrite par ERTAS et al.(2014) avec quelques modifications. 5ml de chaque extrait
(extrait de la plante non digérée et les trois extraits des phases ont été mélangeés avec 0,4ml
du réactif Follin-Ciocalteu et 1,2 ml de Na,CO3; a 2% . Aprés agitation et incubation du
mélange réactionnel a 1’obscurité et a température ambiante pendant deux heures, la lecture
des absorbances est mesurée a 760 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide
gallique par g de matiere fraiche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
réalisée avec 6 valeurs de concentrations (variant de 0 a 1 mg/ml). Le contenu phénolique

total d’extrait est calculé par la formule suivante:
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CO VO F

QP =

QP : la teneur en polyphénols en mg EAG/ g de matiére fraiche

m: la masse de la plante utilisée pour I’extraction

CO : la concentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
EAG/mI

VO : le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution
fille) en ml

F : le facteur de dilution= VVm /Vf dont Vm est le volume de la solution mere en mi
et Vf est le volume de la solution fille prélevé en ml (HEBI et EDDOUKS, 2015)

3.2. Dosage des flavonoides totaux
» Principe
La quantification des flavonoides a été effectuee par une méthode basée sur la
formation de complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d'aluminium AICls.
Les complexes produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a 415 nm DEHPEUR
et al. (2009)

» Mode opératoire

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
ALYAFI (2007). 5 ml de chaque extrait (extrait de la plante non digérée et des trois des
phases de digestion : salivaire, gastrique et intestinale) sont ajoutés a 1,5 ml d’éthanol 80 % et
0,1 ml
d’AlCl3 a 10 % avec 0,1 ml d’acétate de sodium 1 M. Aprés incubation du mélange a
I’obscurité et a température ambiante pendant 30 min, I’absorbance est mesurée a 415 nm.
Les résultats sont exprimes en mg équivalent quercetine/ g de matiére fraiche en se référant
a la courbe d’étalonnage de la quercetine (de 0 a 1 mg /ml). La concentration des composés

flavonoides est calculée selon I'équation suivante :

CO VO F

QP =
Ou:
QF : la teneur en tanins en mg EQ/ g de matiere fraiche
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m: la masse de la plante utilisée pour I’extraction
CO0 : 1a concentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg EQ/ml
VO : le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution fille) en ml
F : le facteur de dilution= VVm /Vf dont Vm est le volume de la solution mere en ml et Vf est
le volume de la solution fille prélevé en ml.
3.3. Dosage des tanins
> Principe
La méthode de dosage des tanins est celle rapporté par SKERGET et al., (2005). Elle

utilise la propriété des tanins a se transformer en anthocyanes par chauffage en milieu acide.

> Méthode

2ml d’extrait d’ail sauvage ,liquide salivaire ,liquide gastrique et liquide intestinale
sont additionnés a un volume de 2 ml du réactif butanol-HCL (77mg FeSO4 dissouts dans
500ml butanol-HCL(2 ;3)) . Le mélange est ensuite incubé a 95°C pendant 15 minites .Les
tanins se dissocient sous l’effet de la chaleur en milieu acide donnant une coloration
spécifique ,I’absorbance est mesuré a 530 nm .La concentration des tanins est calculée a partir
de la courbe d’étalonnage d’acide tannique .La teneur en tanins est exprimée en mg EAT/ g de

matiere fraiche. La concentration des tanins est mesurée selon I'équation suivant :

CO VO F

QT =

QT : la teneur en tanins en mg EAT/ g de matiére fraiche
m: la masse de la plante utilisée pour 1’extraction
CO : la concentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
EAT/ml
VO : le volume finale de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution fille)
en ml
F : le facteur de dilution= Vm /Vf dont Vm est le volume de la solution mére en ml et
VT est le volume de la solution fille prélevé en ml.
4. Détermination de I'activité antioxydante
Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, on

effectue différents tests de mesure de pouvoir antioxydant. Les antioxydants peuvent réduire
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les radicaux primaires par deux mécanismes : par transfert d’électron ou par transfert d’atome
d’hydrogéne. Les méthodes DPPHe et ABTSe") jouent sur le transfert d’un atome
d'hydrogene.

Le DPPHe est un radical commercial directement utilisable, alors que I’ABTS®" doit étre
géneré par une réaction enzymatique ou chimique. Une autre différence importante concerne
la solubilité de ces deux radicaux : ABTS®" est soluble en milieux organique et aqueux alors
que DPPHe est soluble uniquement en milieu organique et plus particulierement alcoolique.
Le test a ’ABTS®" permet donc I'étude de tous les agents hydrophiles et lipophiles. Le test au
DPPHe est plus restrictif.

4.1. Détermination de I’activité anti oxydante par la méthode DPPH

Le test DPPH® permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systéme modele (solvant organique, température ambiante)
(BLOIS, 1958). Il mesure la capacit¢ d’un antioxydant (AH, composés phénoliques
généralement) & réduire le radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par
transfert d’un hydrogéne. Le DPPH?®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune
pale. La réduction du DPPH" est controlée en mesurant 1’absorbance de la solution a une
longueur d’onde caractéristique (517 nm) (figure 13). A cette longueur d’onde le radical
absorbe, mais apres sa réduction par 1’antioxydant (AH) ou un autre radical, 1’absorption

diminue (AMRUN HIDAYAT et al., 2017).
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Figure 13: Mécanisme d’action du DPPH (AMRUN HIDAYAT et al., 2017).

» Mode opératoire :
Une solution de DPPH a été preparée par solubilisation de 6mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol. 160 ul de DPPH sont ajoutés a 1 ml des différentes concentrations de solutions
d’extrait de la plante digéréé et non digérée (0-1 mg/ml) . L’incubation est a 1’obscurité

pendant 2 heures et la lecture se fait a 517nm. Les résultats ont été exprimés par la moyenne
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de trois mesures séparées + €cart type. Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé

en appliquant la formule suivante :

A blanc — A échantillon
1% = x 100
A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans 1’éthanol).
A échantillon : Absorbance du composé d'essai. Les concentrations d’extrait en fonction des
pourcentages du DPPH inhibé, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index
IC50. Ce paramétre est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du DPPH?« initiale de 50% (SHARIFIFAR et al., 2007).
» Optimisation

Un plan d’expérience central composite a été utilisé pour vérifier ’effet des facteurs
sélectionnés (concentration du solvant et le temps de macération) sur les réponses notées :
teneur en polypheénols, flavonoides, tanins et activité antioxydante. Ce plan est basé sur la
méthode des surfaces de réponse qui est la plus couramment utilisée dans ce type
d’expériences. Elle consiste a modéliser les résultats sous la forme de fonctions polynomiales

du second degré qui est un modéle quadratique (REDDY et al., 2008 ).

» Modele mathématique
Les plans du second degré ou plans pour surfaces de réponse permettent d’établir des

modeles mathématiques du second degré. Ils sont utilisés pour les variables continues.

Y = a0 +X ai,Xi + X aii,Xi2 + X aij, Xi,Xj

Avec :

ai : coefficients de régression des effets linéaires ;

aii : coefficients de régression des effets quadratiques ;

Xi et Xj : variables expérimentales codées (REDDY et al., 2008 )

» Niveaux des variables
Nous avons attribué pour chaque variable codee (Xi) trois niveaux : -1, 0 et +1. Les +a
représentent les valeurs extrémes (max, min). Pour que le plan soit orthogonal et rotatable, la

valeur de a a été fixée par le logiciel a 1,414 (figure 14).
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Point au centre

(niveau 0) (@) Point en étoile
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Figure 14 : Représentation graphique d’un plan d’expérience central composite a deux

facteurs (X1 et X2) et trois niveaux (-1, 0 et +1) avec les valeurs extrémes +o.

Ce plan d’expérience central composite a deux variables est composé de :

- Points factoriels : également appelés points du cube, ils sont codés -1 et +1;

- Points axiaux : également appelés étoiles, sonta : +a, 0; -a, 0.

- Points centraux : le central du planesta: 0,0

Le nombre total d’essais n a réaliser est la somme des essais de ces trois parties, du
plan factoriel (nf), du plan en étoile (né) et les essais au centre (n0). Donc : n = nf + né + n0
(SADHUKHAN et al., 2016).

La relation entre les valeurs codées (X;) des variables entrées et ses valeurs réelles (A;)

est décrite par I’équation suivante :

Xi= (Ai - Ao)/AA

Avec :
X; : valeur codée du facteur ;
Aj: valeur réelle de ce facteur ;
Ay : valeur réelle du méme facteur au niveau central ;

AA: pas entre le niveau central et les niveaux £ 1 (GOUPY, 2006).

» Analyse du plan
Dans cette étude, I'analyse des résultats obtenus est realisée par la méthodologie de
réponse en surface avec le logiciel Minitab 2019 (minitab statistical software for windows
released 2019, version 19.1.1.0 minitab,LLC sis 1829 pine Hall Road ,state colleg ,
PA ,USA ). Cette méthode d'optimisation génere des profils en deux dimensions et des
surfaces tridimensionnelles a partir des effets linéaires, quadratiques et interactifs de deux ou

plusieurs variables indépendantes sur une variable dépendante. Elle y intégre ensuite les
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données expérimentales pour calculer la réponse optimale du systeme (DEY et al., 2001
;SHIH et al., 2002).

L'identification des valeurs optimales se déroule en plusieurs étapes (STATSOFT, 2004).

En premier lieu, le logiciel transpose les effets des variables indépendantes et de leurs
interactions sur la réponse de la variable dépendante dans un modéle polynomial de second
ordre. Le modele contient les composantes linéaires des variables indépendantes sur une
variable dépendante ainsi que les effets interactifs entre chaque variable indépendante (deux a
la fois). De plus, des composants quadratiques y sont intégrés afin d'explorer de facon plus
approfondie la sous-région de la réponse en surface. Le degré d'importance de chaque variable
indépendante sur la réponse de la variable dépendante est évalué par une estimation des effets.
Une analyse de régression est également appliquée pour déterminer les coefficients de
régression de chaque composante. Les coefficients de régression indiquent si les composantes
ont une influence positive ou négative sur la réponse de la variable dépendante. Ils sont alors
fixés dans une équation de régression permettant de prédire la réponse de la variable
dépendante. La signifiance statistique des effets et des coefficients de régression est évaluée
par un test de Student (t) et les valeurs de probabilité (P) associées.

La seconde étape consiste a identifier le point de la réponse en surface qui définit la courbure
de la surface. Ce point correspond aux valeurs optimales locales recherchées.

Finalement, ’ANOVA détermine la signifiance du modele mathématique. Le meilleur modele
est celui qui présente une valeur de sa probabilité de nullité a est inferieure ou égale 0,05%

avec des bons coefficients de détermination.

» Analyse statistique
Les moyennes plus ou moins I’écart type des trois répétitions ainsi que les
représentations graphiques ont été réalisées par le logiciel Excel 2010.
Les moyennes ont été comparées par analyse de variance ANOVA a un seul facteur suivi par
test Post hoc-Tukey a 1’aide de logiciel STATISTICA 07.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
U.S.A). Les lettres en exposant : a, b, ¢, d, e, indiquent une différence significative au seuil de

signification0,05.
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1. Teneurs en composés phénoliques d’ail triquetre non digéré

1.1. Courbes d’étalonnage

La spectrophotométrie a permis de quantifier les taux des polyphenols totaux , flavonoides et

tanins des extraits de 1’ail triquetre digéré et non digéré. Les courbes d’étalonnage sont

effectuées par 1’acide gallique (pour le dosage des polyphénols totaux), la quercétine (dosage

des flavonoides) et I’acide tannique (dosage des tanins) a différentes concentrations, les

courbes montrent une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations (figure 15).
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Figurel5 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques (polyphénols

totaux, flavonoides et tanins) : 1 : Acide gallique ; 2 : Quercétine ; 3 : Acide tannique.

1.2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux
d’ail triquetre

Apres avoir cherché I’effet de chaque paramétre, les conditions d’extraction des polyphénols
ont été optimisées. Le taux de polyphénols dépend de deux facteurs (m = 2 facteurs). Il est

alors possible d’utiliser un plan composite centré (tableau4).
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Tableau 4 :Matrice d’essai du plan de composite centré pour 1’évaluation des polyphénols

totaux de I’ail tiquetre.

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur Taux des polyphénols

d’essai | Concentration du | temps de macération (B) (mg EAG/ g d’extrait
solvant (A) sec)

1 0 0 11.37

2 -1 1 8.85

3 -1 -1 8.18

4 0 0 11.91

5 1 -1 9.01

6 1 1 11.37

7 0 0 11.37

8 -1,414 0 11.37

9 0 0 9.11

10 1414 0 10.35

11 0 -1,414 8.97

12 0 0 9.75

13 0 1,414 6.57

Les deux coefficients (coefficient de détermination et coefficient ajusté) sont équivalents a

94,62% et 90.77% respectivement (p = 0,000), ce qui indique que le modéle est extrémement

significatif et pourrait étre utilisé pour I'optimisation des conditions d’extraction des

polyphénols L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des polyphénols est:

Polyphénols totaux=
0,001610 C*t
C : concentration du solvant

T : temps de macération

-22,94 +0,675C +0,5132t

- 0,004048 C*C

- 0,005823 t*t -

Les facteurs (A, B, les termes quadratiques AA et BB ainsi que I’interaction a deux facteurs

AB) sont trés significatifs (Figure ).
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Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = pt; o = 0,05)

Terme 236
: Facteur Nom
A [
EE B t
as A : Concentration du solvant
B : temps de macération
A AA : carré du concentration du solvant
BB : carré du temps de macération
B AB : interaction entre la concentration de
i solvant et temps de macération
1
AB i
1
1
!

0 H a [ ] 10
Effet normalisé

Figure 16 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés

(p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux .

Le diagramme de Pareto (Figure) est utilisé pour identifier les facteurs importants. Les effets
| des facteurs sont ici représentés en les classant des plus vers les moins importants. La droite
verticale ayant pour abscisse 2.36 correspond a la valeur que doit dépasser |gi| pour que
I’effet linéaire soit jugé significatif avec un niveau égal au moins a 5%.

Les effets associés aux et aux termes quadratiques (AA et BB) sont significatifs. L’interaction
entre les deux facteurs (AB) et les effets linéaires (A, B) n’est pas significative pour ce
modéle.

Apres la validation du modele établi, optimum a été déterminé. Plusieurs outils
mathématiques peuvent étre utilisés, parmi lesquels figurent la représentation graphique des
courbes d’iso-réponse, la surface de réponses et 1’étude de la fonction de désirabilité dans le
cas de réponses multiples.

La surface de réponse illustrant 1’évolution de la réponse en fonction des niveaux des deux
variables choisies est représentée dans la figure 18. Les diagrammes de surface sont des
modeéles quadratiques obtenus en faisant varier les variables a étudier dans les limites
expérimentales qui sont : concentration de solvant (60 a 100 %) et temps de maceration (10 a
60min) et Ils permettent d’illustrer les effets linéaires, quadratiques et interactifs sur chaque
variable de sortie.

Selon la (figure 17), les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la
zone verte limitée par les points : concentration de solvant (65-88 %) temps de macération
(24-43min).
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Diagramme de surface de pt et t; C Graphique de contour de ptett; C
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Figure 17 : Surface de réponse du taux des polyphénols totaux de 1’ail triquétre en fonction
des du concentration de solvant et temps de macération .

La courbe de désirabilité permet de réaliser des simulations des conditions opératoires a fin de
maximiser le rendement des extraits. Le facteur de désirabilité (D) varie de 0 a 1, ou 1
présente la satisfaction maximale et O le refus complet (GOUPY et CREIGHTON, 2006).

Le maximum de précision est obtenu pour une désirabilité proche de 1 (figure 18)
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Figure 18 : Optimisation de concentration du solvant et de temps de macération

pour I’extraction des polyphénols de I’ail triquétre en fonction de la désirabilité .

La prédiction des conditions optimales est : concentration du solvant (76,56%) et temps de
macération (33,73 min) et une teneur optimale de polyphénols de 11.54mg EAG/g.

1.3. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des flavonoides d’ail
triquétre

Les réponses obtenues sont mentionnées dans le tableau

Tableau 5 : Matrice d’essais du plan composite centré pour I’évaluation du taux en

flavonoides de I’ail triquétre .
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_ Niveaux du facteur Taux des flavonoides

Niveaux du facteur o

N° _ Temps de macération (mg EQ/ g d’extrait sec)
Concentration du

d’essai (B)
solvant (A)

1 0 0 4.89

2 -1 1 9.00

3 -1 -1 8.14

4 0 0 4.88

d) 1 -1 4.88

6 1 1 8.91

7 0 0 4.88

8 -1,414 0 4.05

9 0 0 4.88

10 1,414 0 9.06

11 0 -1,414 7.95

12 0 0 7.08

13 0 1,414 4.88

Le R? ajusté indique le modéle explique 91,91% de la variabilité de la réponse.

L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des flavonoides est:

Taux des flavonoides =15,65 - 0,415 ¢ + 0,129 t + 0,00440 c*c + 0,005200 t*t - 0,00594 c*t

C : concentration du solvant

T :temps de maceération

Le modele ci-dessus est significatif (P<0,05). L'analyse de variance a montré que les quatres
termes (A, AA, BB, AB) sont significatifs ( p< 0,05) (Annexe 6).

Le diagramme de Pareto montre que le taux des flavonoides dépend principalement de (BB),
suivi par le termes linéaire du concentration du solvant(A) et de I’interaction des facteur
(AB), puis le terme quadratique du concentration du solvant(AA) et enfin le terme linéaire du

temps de macération (B) qui n’est pas significatif (figurel9).
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Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = flavonoides; a = 0,05)

Terme o A : concentration du solvant
= s . B : temps de macération
. AB : interaction des deux facteurs
- AA: terme quadratique du

concentration du solvant

BB : terme quadratique du temps de

0 1 2 E 4 L &
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Figure 19 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des flavonoides de I’ail triquétre .

La surface de réponse et la courbe d’iso- réponse sont illustrées dans la (figure 20).

Diagramme de surface de flavonoides et t; ¢ Graphique de contour de flavonoides et t; c
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Figure 20 : Surface de réponse du taux des flavonoides de I’ail triquétre en fonction des
temps de macération et concentration du solvant
D’aprés ces résultats (figure20), on remarque que les valeurs optimales du taux des de
flavonoides se trouvent dans les zones vertes limitées par les points: temps de
macération(10-15min) ; (95-100%) ; concentration du solvant(60-78%) ; (55-60min)
Le maximum de précision est obtenu pour une désirabilité égale a 1 (figure21). La prédiction
des conditions optimales est: temps de macération (10min) et concentration du solvant

(100%). La valeur prédite des flavonoides est de 14.033mg EQ/ g d’extrait sec.
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Figure 21 : Optimisation des temps de macération et concentration du solvant pour

I’extraction des flavonoides de I’ail triqueétre en fonction de la désirabilité .

1.4. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des tanins de I’ail triquétre

Les résultats des essais de la matrice sont mentionnés dans le tableau.

Tableau 6 : Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du

taux en tanins de 1’ail triquétre

N° Niveaux du facteur | Niveaux du facteur Taux des tanins

d’essai | concentration de solvant | temps de macération (B) | (mg EAT /g d’extrait
(A) sec)

1 0 0 1.44

2 -1 1 4.17

3 -1 -1 3.80

4 0 0 5.15

5 1 -1 4.22

6 1 1 1.44

7 0 0 2.94

8 -1,414 0 1.50

9 0 0 1.44

10 1,414 0 5.72

11 0 -1,414 1.44

12 0 0 6.20

13 0 1,414 1.44
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L’analyse de la variance a partitionné la variabilité des taux des tanins pour chaque effet. Le

modeéle est significatif (P< 0,05), et présente un R? élevé (90,21%). L'analyse de variance

montre que les effets du terme quadratique AA ,terme quadratique BB et le terme lineaire

A ont des effets significatifs (P< 0,05) .

L’effet linéaire du facteur B et I’interaction entre les deux facteurs AB ne sont pas

significatifs pour ce modéle. L’équation polynomiale pour la réponse taux des tanins est:
Tanins = 46,4-1,100c - 0,266 t + 0,00736 c*c + 0,004164 t*t + 0,00006 c*t

c : concentration du solvant

t : temps de macération

Le diagramme de Pareto montre que le taux des tanins dépend principalement de I’effet du

terme AA suivi BB et A (figure22).

Diagramme de Pareto des effets normalisés

(réponse = tanin; a = 0,05) A : concentration solvant;
Terme 2365 B : temps de macération ;
H Facteur Nam AA : carré du concentration de
aa ‘ . solvant,

BB : carré du temps de macération,
AB : interaction entre la
concentration de solvant et le temps
‘ de macération

AB

0 1 2 3 4 5
Effet normalisé

Figure 22 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif) normalisés
(p=0,05) des conditions d’extraction des tanins de 1’ail triquétre .

La surface de réponse et la courbe d’iso- réponses sont exposés dans la figure. Les valeurs
optimales du taux des tanins se situent dans la zone verte limitée par les points :

Concentration du solvant (96%-100%) et temps de maceération (53-60min).
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Graphique de contour de tanin et t; c

Diagramme de surface de tanin et t; ¢

10 ‘
50

Figure 23 : Surface de réponse du taux des tanins de I’ail triquétre en fonction de la
concentration du solvant et le temps de macération

Le maximum de précision est obtenu pour une désirabilité égale a 1 (figure24).
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Figure 24 : Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération pour
I’extraction  des tanins de I’ail triquétre en fonction de la désirabilitél.

1.5 .Discussion
La prédiction des conditions optimales est : concentration du solvant (100%) et temps de
macération (60min). le taux des tanins est égale a 9.352 mgEAT/ g d’extrait sec.
Les teneurs optimales des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins sont montrées

dans la (figure 25)
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Figure 25 : Teneurs optimales en polyphénols totaux, flavonoides et tanins d’ail triquétre

Des teneurs optimales elévés des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins de (11,54
mgEAG/g ;14,03 mgEaG/g ;9,35mgEAG/g) .ont été obtenues. Ce résultat est en
concordance avec ceux rapporté par plusieurs auteurs qui ont montré que les polyphénols
constituent une classe importante des substances bioactives des plantes appartenant au genre
Allium(GALDON et RODRIGUEZ ,2008 ; MAISASHVILI et al, 2009 ).Les légumes
Allium contiennent des niveaux élevés de composés phénoliques, en particulier d'acides
phénoliques, de flavonoides et de leurs dérivés. Allium spp. sont parmi les sources les plus
riches en flavonoides alimentaires (Wu et al, 2009). Ont constaté que les niveaux de
flavonoides dans la partie comestible des Iégumes Allium (poireaux, échalotes, oignons verts,
ail et oignons) variaient de > 0,03 a 1 g/kg de légumes. Les flavonoides identifiés dans les
oignons étaient les di-glucosides de quercétine, le 4'-glucoside de quercétine, l'aglycone de
quercétine et, dans certains cas, les monoglucosides d'isorhamnétine ou le
kaempférol.monoglucosides (MIEAN et Mohamed S ,2009).Les glucosides de quercétine
de I'Allium sont plus biodisponibles que d'autres aliments riches en quercétine tels que le thé
et les pommes (MANACH et al ,2009). .Les principaux acides phénoliques trouvés dans les
alliums comprennent le p-coumariqueacide férulique, acide sinapique, acide gallique et acide
protocatéchuique (PARVU et al ,2010).

Selon MENACER et SAIDI (2021), les extraits aqueux d’Allium triquetrum ont révelé la

présence de certains composés phénoliques qui sont principalement la coumarine, acides
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phénoliques (acide gallique, férulique et acide hydroxy-cinnamique), des flavonoides tels que
les flavonols (rutine) et les flavanones (naringénine).

Pour le polyphénols totaux ; notre résultat est (11 ,54mg EAG/g ) supérieure a ce enregistré
par par LAIB et al. (2022) qui ont signalé une teneur de 35,69+0.004 ug EGA /g et
HIMED (2015) qui a testé I’effet de deux modes d’extraction (extraction par microonde et
par macération) sur la teneur en polyphénols totaux des feuilles et des bulbes d’ail triquétre,
elle a trouvé que les teneurs en polyphénols sont de 10,049 et 9,810 mg EAG/g PS pour
I’extraction par microonde et par macération, respectivement . EGALEMENT,
BENCHENNAF et BABOUCHE (2018) ont indiqué un taux de 3,38+2.77 mg EAG/1g MS
pour les bulbes et 16,45 + 34.77 mg EAG/g les feuilles d’ail triqueétre .

Par contre la teneur enregistrée dans notre étude est inférieure a celle rapportée par
MENACER et al. (2017) qui ont obtenu une valeur de (14.31 £0.36 mg EAG/g MS).

La teneur en flavonoides dans notre expérience est de 14.033mg EQ/g ,ce qui est largement
supérieure est a ce rapporté par LAIB et al. (2022) qui ont trouvé une teneur de
20.16+0.0002pg EQ/g. Par contre ; elle est inférieure a celle rapporté par MENACER et al.,
(2017) qui ont révélé un taux de 22.12 + 0.33 mg EQ /MS.

De plus ,le taux des tanins obtenues dans notre étude est de 9.352 mg EAT/ g d’extrait sec

Ce qui est largement supérieur a ce trouvé dans 1’étude réalisée par LAIB et al.(2022) et qui
ont rapporté une teneu de 2.59+2.47 10-5 ug EAT/g de MF

En outre ; HIMED (2015) ont trouvé que I’extraction par micro-onde préserve mieux les
tanins par rapport a I’extraction par macération . Les taux enregistrés dans cette étude sont de
I’ordre de 32 pg EAT/g PS (pour I’extraction par microonde) et 22 pug EAT/g PS ( pour
I’extraction par macération).

Cette différence entre nos résultats et ceux obtenus par les autres chercheurs est peut-étre di
au temps, aux saisons de la récolte, aux conditions climatiques, conditions d’extraction et du
dosage lui-méme qui pourraient jouer un role critique sur la composition et les
caractéristiques  structurelles des principaux composés bioactifs d’ail triquetre
(RODRIGUEZ- GONZALEZ et al., 2012 ; Ray et ASWATHA, 2013). Selon RAWEL et
al. (2005), les méthodes deconservation, de séchage et la lumiere peuvent affecter la teneur en
flavonoides.

La teneur en flavonoides dans notre expeérience est de 14.033mg EQ/g ,ce qui est largement
supérieure est de 20.16+£0.0002ug EQ/g. Elle est inférieure a celle rapporté par MENACER
et al., (2017) qui ont trouvé un taux de 22.12 + 0.33 mg EQ /MS.

De plus le taux des tanins obtenues dans notre étude est de 9.352 mg EAT/ g d’extrait sec
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Inférieure a ce obtenu par HIMED (2015) qui a trouvé que I’extraction par micro-onde

préserve mieux les tanins par rapport a 1’extraction par macération . Les taux enregistrés dans

cette ¢tude sont de 1’ordre de 32 ug EAT/g PS (pour I’extraction par microonde) et 22 ug

EAT/g PS ( pour I’extraction par macération).

2. L’évaluation de I’ativité antioxydante

Les valeurs d’IC50 obtenues pour chaque essai sont montrées dans le (tableau 7).

Tableau7 :Matrice d’essai

antioxydante

du plan de composite centré pour 1’évaluation de 1’activité

N° Niveaux du facteur Niveaux du facteur IC50(mg/ml)
d’essa | temps de macération | temps  d’ultrasonication

i (A) (B)

1 0 0 0.177
2 -1 1 0.177
3 -1 -1 0.167
4 0 0 0.178
5 1 -1 0.167
6 1 1 0.181
7 0 0 0.176
8 -1,414 0 0.176
9 0 0 0.184
10 1,414 0 0.183
11 0 -1,414 0.187
12 0 0 0.165
13 0 1,414 0.193

Les deux coefficients (coefficient de détermination et coefficient ajusté) sont équivalents

86,68% 84,61%
(p = 0,001), ce qui indique que le modéle est extrémement significatif et pourrait étre

utilisé pour l'optimisation de 1’activité antioxydante. L’équation polynomiale quadratique

pour la réponse taux des polyphénols est:
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DPPH = 0,0628 + 0,000991 concentration + 0,003980 temps
+ 0,000005 concentration*concentration - 0,000011 temps*temps
- 0,000042 concentration*temps
Les facteurs (A, B, les termes quadratiques AA et BB ainsi que l’interaction a deux

facteurs AB) sont significatifs (Figure 26).

Terme 2,36

b-]

AB
® A : Concentration du solvant
B : temps de macération
BB AA : carré du concentration du solvant
BB : carré du temps de macération
AA AB : interaction entre la concentration de

solvant et temps de macération

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Effet normalisé

Figure26 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)
normalisés (p=0,05) de I’activité antioxydante.

Aprés la validation du modele établi, 'optimum a été déterminé. Plusieurs outils
mathématiques peuvent étre utilisés, parmi lesquels figurent la représentation graphique
des courbes d’iso-réponse, la surface de réponses et I’étude de la fonction de désirabilité

dans le cas de réponses multiples.

Selon la (figure 27), les valeurs minimales d’IC50 se situent dans la zone verte limitée
par les points : concentration de solvant et temps de macération : dans la premiére zone
(60%-66%) ;(10min-16min) et la deuxiéme zone (92%-100%) ;(56min-60min)

Diagramme de surface de DPPH et temps; concentration Graphique de contour de DPPH et temps; concentration
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Figure 27 : Surface de réponse de 1’évaluation de I’activité antioxydante de 1’ail triquétre
en fonction du temps de macération et concentration du solvant .
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Les résultats maximales sont illustré dans la courbe de désirabilité qui posséde un fateur de

désirabilité (D) égale a 1 ; aprés une coordination des conditions expérimentales

Optlmal concentr DEmps
! Max 100.0 50,0
0:1.000 e [60.0] [0.0]

Min 50,0 100

DPPH -
Minimnum / /
y =01524 / L
d = 1,0000 d
~ /
/ /

0'/ .

Figure 28 : Prédiction d’IC50 en fonction de la désirabilitél

La prédiction des conditions minimales est : concentration du solvant de 60% et temps de
macération de 30 min et une 1C50 égale a 0.15mg/ml

L’IC50 des extraits d’ail triquetre, de BHA et de BHT sont montrés dans le tableau 8

Tableau 8 : Valeurs d’IC50 (mg/ml)

IC50 extrait BHA BHT
0,152 0,09% 0,12

L’analyse ANOVA montre qu’il n’existe aucune différence significative (P>0,05) entre
I’IC50 obtenue dans notre travail et celles des antioxydants de références. Ce constat
montre une trés forte activité antioxydante des extraits d’ail triquétre. Plusieurs étude
confirme ce résultat (HIMED, 2015 ; MENACER et al., 2017 ; LAIB et al., 2022 ).
Cette activité est peut étre liée aux polyphénols et notamment aux flavonoides De
nombreuses études ont réveélé le capacité élevée des polyphénols de piégeage des radicaux
libres (OWUSU APENTEN, 2003).

Selon HAYES et al. (2011), I’activité antioxydante dépend la structure des polyphénols
géneralement du nombre et de la position des groupements hydroxyles par

rapport aux groupements carboxyles fonctionnels. Parmi les composés phénoliques, les
flavonoides sont des composes qui présentent une activite antioxydante eélevée
(MONTORO et al., 2006).

L’¢évaluation de l'activité antioxydante des especes d'Allium a été largement
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rapportée. L'activité antioxydante de ces plantes a été determinée par différentes
méthodes. DOMINGUEZ et al., 2019) ont rapporté une forte activité antioxydante d'A.
schoenoprasum sur la base de la technique du potentiel de réduction du fer total
(DOMINGUEZ et al. ,2019).

Ce résultat a été obtenu méme avec 1’utilisation d’une autre méthode d’évaluation de
I’activité antioxydante. Dans plusieurs études, le test d'activité antioxydante a été réalisee
par différentes méthodes telles que la capacité de piégeage des radicaux DPPH, le dosage
du pouvoir antioxydant réducteur ferriqgue (FRAP) et les tests de piégeage des radicaux
ABTS (L'utilisation de certaines de ces méthodes vise a comparer les résultats des activités
d'une méthode a l'autre et & déterminer quelle méthode est la plus appropriée a utiliser chez
certaines espéces. PARVU et al. (2011) ont fait de méme, ils ont utilisé deux méthodes, a
savoir la méthode de piégeage DPPH et le dosage de la capacité antioxydante équivalente
au trolox (TEAC), ou l'activité antioxydante de I'extrait de feuille s'est avérée plus élevée

par la méthode TEAC que la méthode de piégeage D.

52






CONCLUSION

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques. Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est 1’optimisation de
I’écoextraction des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) de 1’ail
triquétre par le bioéthanol et son activité antioxydante.

Un plan composite centré a deux facteurs (concentration de solvant et temps de
maceération) a été utilisé pour optimiser les réponses : taux de polyphénols totaux, teneurs en
flavonoides, taux des tanins et 1’activité antioxydante d’Allium triquetrum L.

La quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tannins par le réactif du
Folin-Ciocaleu , par le trichlorure d’aluminium et par le test de butanol-HCL respectivement.
L’activité antioxydante a été¢ déterminée par le test de piégeage de DPPH.

Les taux optimales des polyphynols totaux, flavonoides et tanins sont de (11.54

mgEAG/g, 14.03 mgEQ/g ,9.35 mg EAT/Q), respectivement. Un minimum d’IC50 de 0.15
mg/ml a éte trouvé.
Ces résultats pourraient servir comme donnés préliminaires a des analyses futures concernant
I'amélioration des méthodes d’extraction des substances bioactives sans I’utilisation des
solvants toxiques nocifs pour la santé humaine, mais, il serait intéressant de mener une étude
plus approfondie sur :

e La détermination des types des liaisons des composés phénoliques avec les autres
composants de la matrice végétale et d’étudier 1’effet des procédés de 1’écoextraction
sur ces interactions ;

e [’étude des autres méthodes d’extraction en appliquant un autre type de solvant
biologique (tels que les solvants eutectiques, le CO, supercritique.. Etc) ;

e [’extraction et I’isolement des composés phénoliques néoformés et I’étude de leurs
effets sur des modeles animales et des sujets humains et cela pour évaluer leurs
avantages potentiels ;

e En outre, il est nécessaire d’étudier la biodisponibilité de ces composés phenoliques et
de confirmer I’absence de leur toxicité ;

e |dentifier et quantifier les polyphénols extraits par LC-MS/MS.
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