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Résumé

Cette étude porte sur I’optimisation de I'éco-extraction des composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins) de pissenlit (en utilisant le bioéthanol) et leur
activité antioxydante. Pour évaluer la quantité des composés phénoliques extraits a partir de
pissenlit, un plan d’expérience a été réalisé. Les facteurs du plan ont été proposés en relation
avec la méthode d’extraction des polyphénols (concentration du solvant, temps de
macération). L’étude a été entamée selon le plan composite centré pour tester les effets des
deux facteurs sur les réponses "taux et des polyphénols totaux, taux des flavonoides et taux
des tanins et l’activité antioxydante de pissenlit. Les teneurs optimales des polyphénols
totaux, des flavonoides et des tanins obtenues sont de 13,6311 mg EAG /g, 10, 8377 mg
EQ/g, 7.584 mg EAT/g, respectivement. Un minimum d’IC50 de 0.0892mg/ml a été
enregistré pour les extraits de pissenlit.

Mots clés : Polyphénols totaux, flavonoides, tanins, Taraxacum officinale, éco- extraction,

plan composite centré, activité antioxydante
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Abstract

This study focuses on the optimization of the eco-extraction of phenolic compounds (total
polyphenols, flavonoids and tannins) from dandelion (using bioethanol) and their antioxidant
activity. To evaluate the amount of phenolic compounds extracted from dandelion, an
experimental design was carried out. The factors of the design were proposed in relation to
the method of extraction of polyphenols (solvent concentration, maceration time). The study
was carried out according to the centered composite design to test the effects of the two
factors on the responses ” total polyphenols, flavonoid and tannin levels and anioxidant
activity of dandelion. The optimum contents of total polyphenols, flavonoids and tannins
obtained were 13.6311 mg EAG /g, 10.8377 mg EQ/g, 7.584 mg EAT/g, respectively. A
minimum 1C50 of 0.0892mg/ml was recorded for dandelion extracts.

Keywords: total polyphenols, flavonoids, tannins, Taraxacum officinale, eco-extraction,

centered composite design, antioxidant activity
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Introduction

Les relations entre les plantes et ’homme existent depuis I’antiquité (Ngene et al., 2015),
elles ont été utilisées pour soulager les douleurs, guérir les maux et panser les blessures
(Benkhnigue et al, 2010). Il a été confirmé qu'une thérapie alternative basée sur des remedes
naturels peut jouer un réle dans le traitement de nombreuses affections ; par exemple, les
maladies cardiovasculaires (OMS, 2018). En effet les grandes civilisations (chinoise,
égyptienne, babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales en
raison de leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diététiques,
pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles (Lahsissene et al., 2009). Malgré le
progres de la pharmacologie, I'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent
dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement. Notamment
I’ Algérie est I'un des pays qui regorge des plantes médicinales vue ses milliers d’hectares de
forét et de paturage, mais, elles restent encore méconnues .En effet, ’utilisation de ces plantes
dans I’industrie cosmétique et pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire, reste
une perspective en Algérie (Miara et al., 2013). De plus, ces plantes constituent des
ressources inépuisables de substances bioactives pour I'industrie pharmaceutique. Il existe
environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés
médicinales, parmi eux nous avons étudié (Taraxacum officinale), une plante trés répandue en
médecine traditionnelle Algérienne (Achika et al., 2014).

Le pissenlit (Taraxacum officinale), membre de la famille des astéracees figure parmi les
plantes qui présentent des effets benéfiques sur la santé. Taraxacum officinale est largement
distribués dans les zones tempérées les plus chaudes de I'némisphére Nord ( Sharifi-Rad et
al., 2018).Le pissenlit contient une large gamme de composes photochimiques avec des
activités biologiques spécifiques y compris les polyphénols dont les acides phénoliques
présentent des propriétés antioxydants et immunostimulantes; les coumarines démontrent des
propriétés anti tumorales, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticoagulantes; ainsi que
des flavonoides ayant une activité antioxydante (Gonzalez-Castejon et al., 2012; Xu et al.,
2019). Plusieurs substances phytochimiques ont été identifiées dans les différentes parties du
pissenlit, elles se trouvent a la fois dans les racines et les feuilles, ces racines contiennent des
sesquiterpénes, plusieurs composés phénoliques ainsi que des coumarines. Outre les
métabolites secondaires, les racines de pissenlit constituent une riche source de
polysaccharides (Petkova et al., 2015).

De ce constat, I’extraction de ces composés constitue une étape technologiquement

importante mais les procédés classiques qui sont habituellement utilisés requierent
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Introduction

généralement 1’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 sirs, de meilleure qualité, issus de technologies alternatives efficaces,
rentables et plus protectrices de lI'environnement.

Actuellement, 1'utilisation des biosolvants représente une approche prometteuse pour

substituer les solvants toxiques conventionnels. Ces derniers sont produits a partir de matiére
premiére renouvelable tels que le bois, ’amidon, les huiles végétales et les fruits et présentent
de nombreux avantages : ils sont biodégradables, ininflammables, ont un bon pouvoir solvant
et sont pour la majorité d’entre eux non toxique (Chaabani, 2019).
Dans ce contexte, Iobjectifde cette étude estl’optimisation des conditions d'extraction des
composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) et ’activité antioxydante de
pissenlit (Taraxacum officinale) par un plan d’expérience du second degré (un plan composite
centré). Le plan composite centré permet une modélisation quadratique de la réponse en
fonction des parametres étudi€s et la détermination de I’interaction entre ces derniers.

Le travail présenté dans ce mémoire comporte deux parties :

-Dans la premiére partie nous avons présenté, quelques genéralités sur la plante médicinale
étudiee (Taraxacum officinale), une étude bibliographique sur les polyphénols ainsi que les
principales techniques d’éco-extraction de ces composés d’intérét.

-La seconde partie décrit la partie expérimentale (matériel et méthodes), avec une
présentation des techniques de dosage et d’optimisation des composés phénoliques,
d’évaluation de I’activité antioxydante, ainsi que les résultats obtenus et la discussion de ces
derniers.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus et les perceptives

envisagée.
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Chapitre I : Pissenlit

1. Description botanique de la plante
1.1. Origine du nom

Le pissenlit ou Taraxacum officinale est connu dans le monde entier sous différents
noms plusieurs origines ont été attribuées du nom Taraxacum, la plus probable étant du grec
"tarax" (désordre, perturbation) "akos" (remeéde) et le nom d’espéce «officinale» signifie
médicinal ou capable de produire des médicaments. (Singh et al., 2008).

Taraxacum officinale & plusieurs noms: dent-de-lion, pissenlit, horloge de fée, endive
blanc en francais, dandelion, wet-a-bed, lion’stooth, blowball en anglais, L3¢l en arabe,
Thoughmasthtemgharth en kabyle et Tifaf ou Tarkhashgoun en arabe Algérien : (Murray et
al., 2020 ; Tahtamouni et al., 2011).

1.2. Description et caractéristique :

Le pissenlit est une plante vivace variable qui atteint une hauteur de 12 pouces. Ses

feuilles en forme de spatule sont profondement dentées, brillantes et glabres et sont disposées
en rosette au niveau du sol. Les fleurs jaunes, qui fleurissent presque toute lI'année (figure01),
sont sensibles a la lumiere et aux conditions météorologiques : elles s‘ouvrent au lever du jour
et se referment a la tombée de la nuit, et s'ouvrent par temps sec et se referment par temps
humide (une fleur de pissenlit fermée signale la pluie). Lorsque la fleur arrive a maturité, elle
se referme, les pétales se fanent et elle se transforme en une boule contenant des graines qui
sont dispersées par la brise. (Figure01)
La rosette de feuilles rainurées canalise I'eau de pluie vers le centre et la racine pivotante, qui
est épaisse et brun foncé, presque noire a l'extérieur. La racine est cylindrique, effilée et
quelque peu ramifiée. Elle a une légére odeur et un goQt sucré. L'intérieur de la racine de
pissenlit séchée est jaunatre, trés poreux et sans moelle. Le fruit ressemble a des akenes, brun
clair ou brun olive avec un flocule blanc de 10 mm de longueur qui augmente la surface pour
le vol (FigureOl), (Modaresi et Resalatpour, 2012 ; Lis et Olas, 2019, Murray et
Pizzorno, 2020).
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Figure 01 : Taraxacum officinale : (A) : plante compléte, (B) : Fleurs, (C) : feuilles
2. Classification botanique :
» La classification botanique du pissenlit est comme suit :
Domaines: Eucaryotes
Regnes : Plantes (Plantae)
Sous-regne :Trachéophytes
Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement: Angiospermes (= Magnoliophyta)
Classe : Eudicotylédones évoluées
Clades: Asteridées
Ordre : Astérale
Famille : Astéracées (Asteraceae)
Genre: Taraxacum

Espéce: Taraxacum officinale
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3. Répartition geographique :

Le pissenlit se rencontre partout en Europe, en Sibérie, au Japon, en Amérique du nord et
en Afrique du nord (Figure 02). En Algérie, C‘est une espece sub-cosmopolite relativement
commune dans toutes les régions septentrionale (Baba aissa, 2011).

Préférant les climats plus frais. Bien que Taraxacum soit trés adaptable, elle préfere les sols
humides et riches en azote a des altitudesmoins de 6000 pieds. La plupart des especes se

trouvent dans les zones tempérées de I'hémisphére nord, la plus grande concentration se

trouvant dans le nord-ouest de I'Europe (Murray et Pizzorno, 2020).

Figure 02 : Répartition du Taraxacum officinale dans le monde (Baba aissa, 2011).

4. Composition chimique

Le pissenlit est une source de divers éléments nutritifs et de substances biologiquement
actives ce qui lui apporte une longue histoire d'utilisation en tant que reméde a base de
plantes. Leur feuilles et racines contiennent des constituants légerement différents dans
I'ensemble (tableau 01) les principaux composants sont les caroténoides, les coumarines, les
sesquiterpénes, les polysaccarides, flavonoides et divers acides phénoliques (Benabdejlil et
al., 2018).
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Tableau 01 : Noms et localisation du quelque composant du Taraxacum officinale

Composition Exemple Partie Référence
-Acide caféique : (Schutz
I'acide chlorogénique , etal.,
l'acide dicafféoyltartrique (acide | Feyilles 2006)
Acides S
chicorique) Et
phenoliques I'acide monocafféoyltartrique raciness

-les coumarine :

chichoriine et lI'aesculine

-7-O-glucoside de lutéoline (Singh
- 7-O-rutinoside de lutéoline etal.,
Flavonoides -3-O-glucoside de I'isorhamnétine Feuilles 2008)

-7-O-glucoside de I'apigénine

- potassium (le plus abondant ) , le zinc, le (Benabdejlil
magneésium, le calcium, le fer, le cuivre de etal.,
Les vitamines | la choline, sélénium, bore et silicium _ 2018)
et les - les vitamine A, B, C et le complexe B Feulles

minéraux
-Guaianolides : la taraxacine, lactucine, (Singh
et cichorine sont les principaux amers. etal.,
-Germacranolides : la 11B, 13- 2008)
dihydrolactucine , l'ixérine D, ainslioside

lactones acide taraxinique B-glucopyranosyl .

Racines

sesquiterpéniques -Eudesmanolides :

La tétrahydroridentine-B et le

taraxacolide-O-B-glucopyranoside.
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Autre composés :

Polysaccharides : Glucanes et mannanes et inuline.

Les acides gras : acide palmitique, acide linolénique et I’acide linoléique

On trouve aussi : des stérols, des triterpenes, une sérine protéinase: taraxalisine, des acides
aminés, de la choline,

du mucilage et de la pectine (Singh et al., 2008).

5. Toxicité

En raison de I'absence de toxines et d'alcaloides dans ses constituants, le pissenlit présente
une faible toxicité. Des études sur des lapins, des souris et des rats, avec des lapins traités par
voie orale avec de la plante séchée de pissenlit (3 & 6 g/kg de corps), et des souris traitées avec
des extraits éthanoiques de pissenlit, n'ont montré aucun signe significatif ou visible de
toxicité. Cependant, des réactions allergiques sont possibles, et peuvent survenir chez les
personnes sensibles. L'acide taraxinique et la lactone sesquiterpénique se sont averés étre les
composants les plus allergiques du pissenlit, provoquant des dermatites de contact et des
réactions allergiques chez les personnes sensibles (Fonyuy et al., 2016).

6. Utilisations du pissenlit

6.1. Utilisation culinaire :

La partie de la plante la plus couramment utilisée est la racine. Cependant, les feuilles et la
plante entiére peuvent également étre utilisées. En plus de son usage médicinal, le pissenlit est
un aliment et une boisson nutritifs. Les feuilles tendres sont utilisées crues dans les salades et
les sandwichs ou légerement cuites comme un légume. Les feuilles servent a la préparation du
the, les racines a la préparation du succédant café, et les fleurs servent a faire du vin et du
schnaps (Grauso et al., 2019).

6.2. Utilisation thérapeutique :

Les différentes parties de la plante ont une longue histoire d'utilisation en tant que remede
a base de plantes ; les racines de cette herbe sont d'abord considérées pour améliorer la
digestion. De méme, les racines sont généralement utilisées comme tonique du foie en
stimulant la production de bile, en éliminant les toxines et en rétablissant I'hydratation et
I'équilibre électrolytique (Mahboubi et al., 2020). Les feuilles de pissenlit peuvent étre
utilisées avec succes comme stimulant digestif et diurétique. En outre, des études récentes ont
démontrés que cette plante a une activité hypolipidémique via l'inhibition de la lipase
pancréatique et peut avoir un effet anti-obésité (Di Napoli et Zucchetti, 2021). Plusieurs

effets bénéfiques ont été rapportés sur la muqueuse intestinale concernant l'architecture des
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villosités, le rapport hauteur des villosités/profondeur des cryptes ainsi que l'infiltration
cellulaire. Le pissenlit a de nombreuses propriétés comme immunomodulateur, stimulant
digestif, prébiotique, stimulant de l'insuline (Fonyuy et al., 2016), anti-inflammation,
antiangiogénique, antinéoplasique et démulsifiant (Pfingstgrafet al., 2021).

En outre, le pissenlit traite l'indigestion et l'infection par I'hépatite B et améliore le
métabolisme des hormones androgénes. En raison de la rareté des €tudes in vivo sur le

pissenlit, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ses avantages et son
efficacité (Qureshi et al., 2017).



Chapitre Il : Polyphénols




Chapitre II: Polyphénols

1. Genéralités

Les polyphénols sont les métabolites secondaires naturels des plantes supérieures, qui ont
joué un réle impératif dans I'application industrielle et thérapeutique. (Rasouli et al., 2017 ;
Singla et al., 2019), et sont des grandes molécules, d'un poids moléculaire d'environ 800

Daltons, qui leur permettent de traverser la membrane cellulaire, (Singla et al., 2019).

Les polyphénols possedent un ou plusieurs cycles benzéniques portants un ou plusieurs
fonctions hydroxyles. Le « phénol » est I’¢lément structural fondamental qui se caractérise par
la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins
un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside
(Balasundram, 2006).

Selon les chercheurs, I’effet protecteur des fruits et légumes vis-a-vis des maladies de
civilisation (maladies cardiovasculaires, diabéte...) serait d’ailleurs lié¢ a la présence de trés
nombreux polyphénols, vitamines et acides phénoliques, présents dans ces aliments (Edeas,
2006).

2. Classification des polyphénoles

Selon la diversité structurale, les composés phénoliques sont regroupés en des
nombreuses classes différentes par la complexité du squelette de base (un simple composé en
C6 a des formes hautement polymérisés), ensuite par les degrés d’hydroxylation et oxydation,
enfin par les liaisons de ces molécules de bases avec d'autres molécules (glucides, lipides ou
proteines) (Macheix et al., 2005). Les formes les plus simples présentant des structures
chimiques tel que I’acide phénolique en C6-C1l ou C6-C3, flavonoides en C15 et les
molécules condensées comme les tannins en (C15) n. Ce sont les trois grandes classes
distinguées et suscitent un intérét particulier grace a leurs propriétés fort intéressantes dans les

domaines agroalimentaire, cosmétiques et pharmaceutiques (Ignat et al., 2011).
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Polyphénols
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Figure 03 : Principaux polyphénols et de leurs structures chimiques (Bessas, 2008)
3. Localisation des polyphénols dans la plante
A T’échelle de la cellule

deux compartiments : les vacuoles et la paroi (Figure 04). Dans les vacuoles, les polyphénols

: les composés phénoliques sont principalement répartis dans

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 (Boubekri, 2014). Une partie des enzymes impliquées dans la
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biosynthése des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum endoplasmique,
D’autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des chloroplastes,
peuvent participer a la biosynthése des composés phénoliques mais ce ne sont pas des lieux
d’accumulation. (Bénard, 2009).

Au niveau tissulaire, La localisation des polyphénols est liée a leur réle 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. Il faut noter que certains composés ne sont Au niveau de la plante entiére, 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 ’astringence (Bénard, 2009).

paroi cellulaire, cytoplasme <

-

\ POD —

plasm|de POD 2

oy D vacuole |
culum
endoplasmuque Q

- > o . :

Figure 04 : Localisation des composes phénolique au niveau de la cellule (Toivonen et
Brummell, 2004).
4. Biosynthése des polyphénols :

La biosynthése des polyphénols se fait par des voies principales (Figure 05), quisont :

4.1. Voie de I'acide shikimique :

La majorité des polyphénols dérive directement de la voie Shikimate (Collin et
Crouzet, 2011). Dans les conditions normales de croissance, 20% du carbone fixé par les
plantes passe par la voie du shikimate. Cette derniére lie le métabolisme des carbohydrates a
la voie de biosynthése des composés aromatiques en conduisant a la synthese de la structure

de base, le noyau aromatique.
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Dans une succession de sept étapes métaboliques le phosphoénolpyruvate (un
intermédiaire de la glycolyse) et 1’érythrose-4-phosphate (un intermédiaire de la voie des
pentoses phosphates) sont convertis en chorismate, le précurseur des acides aminés
aromatiques. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques (C6-C1) formant les
tanins hydrolysables et de la chalcone, qui est la molécule de base de tous les flavonoides et
tanins condensés (Dewick, 1995). En plus de la phénylalanine, tous les intermédiaires de la
voie peuvent-étre considérés comme des points de branchements vers d’autres voies
métaboliques.

4.2. La voie des phénylpropanoides :

Bien que la formation de composés particuliers (alcaloides, coumarines...etc.) puisse
passer par des voies différentes, la désamination de la phénylalanine est une premiere étape
primordiale de la biosynthése de I’immense majorité des composés phénoliques naturels.

La désamination de la phénylalanine conduit a la formation de I’acide cinnamique, molécule
non encore phénolique (le premier phénylpropane formé) mais qui est directement a 1’origine
de la sequence biosynthétique, généralement dénommée voie des phénylpropanoides,
permettant le lien entre le métabolisme primaire du shikimate et le métabolisme secondaire
des phénylpropanoides. Cette voie conduit directement a la formation des acides
hydroxycinnamique, p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Bruneton, 2009 ;
Merlin, 2015).

12
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Figure 05 : les grandes lignes de la biosynthése des principaux groupes de cOmposes
phénoliques .abréviations des principales enzymes: PAL : phénylalanineammonialyase ;
TAL : tyrosine ammonialyase ; CCR : cinnamateCoA réductase ; CAD : cinnamyl alcool
déshydrogénase ; CHS: chalconesynthase ; CHI : chalconeflavanone isomérase; TR:
transférases (Collin et Crouzet, 2011).

4.3. Voie de I’acétate / malonate:

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétylCoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par ’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum,
2010).
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5. Dégradation des polyphénols :
5.1.0xydation enzymatique des polyphénols :

L’oxydation des phénols est un des plus importants aspects de ces composées pour le
biologiste. L’oxydation des composées phénoliques entraine le brunississement des tissus
végétaux. . L’oxydation des composées phénoliques peut étre catalysée par une enzyme, la
polyphénoloxydase (PPO) ou peut résulter de ’action de I’oxygene atmosphérique (auto-
oxydation). L oxydation enzymatique est occasionnée par le contact des polyphénols, de la
PPO et de 'oxygéne suite a une découpe. La PPO comporte en effet, les activités créolase et
catécholase. L’activité créolase catalyse 1’hydroxylation de monophénol en o-diphénols.
Cette activité n’est cependant pas toujours présente et reste minoritaire par rapport a I’activité
catécholase, activité principale des PPO. Selon la structure monophénolique ou o-
diphénolique. Les  composées phénoliques sont substrats de I’activité créolase ou de
I’activité catécholase des PPO. Les composées phénoliques peuvent étre classées en trois

groupes en fonction de leur participation au brunissement (Kebe, 2014).

Brunissement enzymatique

OH O
OH Enzyme 0
(polyphénol oxydase) pigment
> = brun
- O2 =
R R
polyphénol quinone

Figure 06: schéma général des réactions impliquées dans le brunissement d’origine

enzymatique (Macheix et al., 2003).
5.2. Dégradation thermique :

Un mécanisme spécifique de dégradation par clivage de liaison C-C, susceptible de se
produire dans les produits acides traités thermiquement, a été décrit pour les
proanthocyanidines. Les polymeéres de flavan-3-ols sont nommés proanthocyanidines car ils
conduisent a la formation d'anthocyanes lors de leur dépolymérisation en milieu acide. En
milieu acide a chaud, la liaison interflavanique des procyanidines, qui est relativement fragile,
est rompue (Figure 07). Sa rupture conduit a la formation d'un carbocation réactif localisé en

C(4) de l'unité flavan-3-ol supérieure (position 4, stabilisée en résonance avec sa forme
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méthyléne quinone) et, a la libération de l'unité (-)-épicatéchine ou (+)-catéchine (position 6
ou 8) correspondant & l'unité inférieure. Les carbocations formés sont des molécules tres
réactives qui peuvent s'oxyder dans le milieu afin de former des anthocyanes. De plus, ces
carbocations, formés en milieu acide, peuvent réagir avec des groupements nucléophiles des
protéines, des polysaccharides et des polyphénols puis former des liaisons exogenes avec la
chaine polypeptidique, polysaccharidique ou des liaisons polyphénol/polyphénol (Renard et
al., 2014). Lors de traitements a haute température (50-60°C) au cours des transformations
industrielles, la structure phénolique des polyphénols peut étre dégradée. De plus, les
traitements thermiques peuvent conduire a la formation d'o-quinones et d'o-semi-quinones,
molécules tres réactives qui peuvent réagir avec des groupements nucléophiles des protéines
et/ou des polysaccharides.

méthyléne quinone

OH

OH

OH

o
OH
]L OH OH
©,. #1 @,on
. . HO. C .
oxydation
OH N H OH

OH OH

@

@Z 0
\N

unité flavan-3-ol supéneure hbérée anthocyane
sous forme de carbocation en C,

H
OH
dimer B3
HO O .-

OH
unité flavan-3-ol inféricure
libérée sous forme native

Figure 07 : Hypothese de mécanisme de dégradation des proanthocyanidines en milieu
acide a chaud (Renard, 2014).

6. L’interaction des composés phénoliques (protéines, lipides, polysaccarides) :

Les polyphénols sont des composés pouvant interagir avec d’autres molécules telles que
les protéines, les métaux, d’autres polyphénols ou les polyosides (Kebe, 2014).

6.1. Complexation des protéines :

Les polyphénols possédent une affinité pour une grande variété de protéines, via des
interactions de Van der Waals (cycles aromatiques) et des liaisons (groupements OH
phénoliques) hydrogeénes. Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont été
largement étudiés in vitro, particulierement dans le cas des flavonoides et sont

vraisemblablement a la base des effets bénéfiques des flavonoides (Achat, 2013).
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Les polyphénols, en particulier les flavonoides avec un cycle C insaturé, noyaux
aromatiques polarisables non polaires, peuvent développer de fortes interactions de
dispersion. En solution aqueuse, ces interactions sont renforcées par la désolvatation partielle
des surfaces lors de la liaison hydrophobe.

De plus, le groupe OH phénolique peut agir comme donneur d’hydrogéne (via son proton
acide) et un accepteur d’hydrogeéne (via la paire non conjuguée du noyau phénolique).
Compte tenu de la propension intrinséque du noyau phénolique pour développer des
interactions moléculaires, il n’est pas surprenant que des exemples de complexation
flavonoide-protéines soient nombreuses et concernent une grande variété de protéines (Saidi,
2019).

6.2. Interactions polyphénols-polysaccharides :

Les interactions entre les polyphénols et les polysaccharides sont de plus en plus étudiées
car elles ont un impact sur ’extraction des polyphénols de la matrice alimentaire (des fruits et
légumes mais aussi du vin et d’autres boissons), mais également sur I’extractabilité des
polysaccharides, sur le brunissement enzymatique et sur la bioaccessibilité des polyphénols
une fois la matrice déstructurée (Cheynier, 2005).

Les composés issus de la complexation polysaccharides-polyphénols ont attiré
I’attention de la communauté scientifique, car elles peuvent affecter l'activité antioxydante
des composés polyphénoliques et les effets physiologiques des polysaccharides (Cirillo et al.,
2016). Comme pour les polyphénols, la consommation de polysaccharides posséde des
avantages pour la santé humaine, tels que I'amélioration de la santé gastro-intestinale, le
traitement de certaines maladies cardiovasculaires et de certains types de cancer (Terry et al.,
2001). La réduction de I'hyperlipidémie et de I'hypertension, la modification de la tolérance
au glucose et de la réponse a l'insuline, ainsi que I’augmentation de la satiété sont d'autres
effets physiologiques associés a la consommation de polysaccharides (Anderson et al.,
2009).

7. Activités biologiques des polyphénols :

7.1.  Activité antioxydante des polyphénols

Le stress oxydant a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial impliqué
dans diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénérative, inflammation, diabete et vieillissement. Ces
dommages oxydants sont réalisés par I’attaque des radicaux libres sur de divers biomolécules,

en particulier les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement comme conséquence la
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dégradation et la mort de cellules (Ghedadba et al., 2015). Les polyphénols sont les
antioxydants les plus abondantes dans notre alimentation, ils possédent encore plus de
potentiel antioxydant in vitro que les vitamines et les caroténoides (Weichselbaum et
Buttriss, 2010).

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne. Leurs
structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle
des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogenes ; ils peuvent réagir avec les
especes réactives de 'oxygene et les espéces réactifs de 1'azote, enfin de réaction, le cycle de
génération de nouveaux radicaux est interrompu (Boubekri, 2014).

7.1.1 Mécanismes antioxydants des polyphénols
Les principaux mécanismes antioxydants des polyphénols sont :
1.  Piégeage ou réduction des radicaux libres

Les composes phénoliques, en particulier les flavonoides, sont susceptibles de piéger la
plupart des radicaux libres : radicaux hydroxyles (OHe), anions superoxydes (O2¢) et
radicaux péroxylipidiques. Cette aptitude est due a leur structure chimique (Figure 08), dont
la présence des éléments suivants :

e la structure 3°,4’-dihydroxy du cycle B, qui est essentielle a ’activité¢ des flavonoides
possédant un hétérocycle saturé.

e la double liaison C2-C3 conjuguée avec le groupe oxo (C4=0), qui est responsable de
la délocalisation d’¢lectrons du noyau B, ce qui améliore encore plus I’activité
antiradicalaire.

e Les hydroxyles en positions C3 et C5 qui permettent une activité maximale
(Boubekri, 2014).
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Figure 08 : Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de
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piégeage (Dangles, 2006)
2. Chelation des ions métalliques :

En plus du piégeage radicalaire, l'activité antioxydant des composes phénoliques peut étre
résulté aussi de leurs capacités a chelater et / ou a réduire les ions des métaux tels que le fer
(Fe2+) et le cuivre (Cu+). Les métaux catalysent la formation de radicaux alimentaires en
abstrayant I'hydrogene. Ils favorisent également la décomposition des hydroperoxydes
(H202) ou participent a la production du radical hydroxyle (OHe-) dans la réaction de Fenton
(Craftetal., 2012) :

H202 + Fe2+ (Cut) — OHe + OH- + Fe3+ (Cu2+)
Il a été constaté que les flavonoides peuvent chélater les métaux et le succes de ce processus
dépend du nombre de groupes hydroxyle et du pH du milieu. Les trois sites de coordinations
principales sont entre (Figure 09) :
e 5-OH (cycle A) et le groupe 4-carbonyle (cycle C)
e 3-OH et le groupe 4-carbonyle (tous deux dans le cycle C)
e 3-OH et 4-OH dans le cycle B (Olszowy et al., 2019)
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Figure 09: Sites de chélation des ions métalliques par les flavonoides (Amic et al., 2003).
3. Inhibition des enzymes productrices des ERO :

Les polyphénols jouent un réle important dans le processus d’inhibition des enzymes
génératrices des ERO dans les systémes biologiques en formant des complexes inhibiteur-
enzyme (Olszowy et al., 2019). Cette action est mise en évidence dans le cas de la xanthine
oxydase qui est impliqué dans la lésion oxydative des tissus lors de la reperfusion post-
ischémique. Certains flavonoides comme par exemple, l'apigénine, la lutéoline et le
kaempférol peuvent agir en tant qu'inhibiteurs compétitifs de cette enzyme en empéchant la
fixation de son substrat spécifique qui est la xanthine (Acufia et al., 2014). D’autres
flavonoides tels que I'apocynine et I'épicatéchine sont connus également pour leurs pouvoirs
d’inhiber lactivit¢ du NADPH oxydase, en interferant avec l'assemblage ou en inhibant
I'expression de ses différentes sous-unités. La monoamine oxydase (liée aux mitochondries)
est une autre enzyme productrice des ERO et qui est sensible a la modulation inhibitrice de
certains polyphénols comme par exemple, la cyanidine et la curcumine (Acuiia et al., 2014).

7.2. Autre activites :

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.
De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention des maladies
cardio-vasculaires. Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la
capacité antioxydant du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des
arteres, ils  préviennent  l'oxydation des lipoprotéines de faible densité
(LowDensityLipoproteins ou LDL), qui est lun des facteurs clé du processus
physiopathologique de l'athérosclérose. En inhibant 1’oxydation des LDLs, ils limitent leur
incrustation dans les parois des artéres qui contribuent a 1’épaississement des parois et a

réduire le flux de sang qui parvient au niveau des tissus. Les polyphénols agiraient aussi en
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inhibant 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose qui peut
conduire a ’occlusion des artéres. Ils sont regroupés dans la catégorie de veinotoniques et des
vasculo-protecteurs. Un certain nombre de molécules poly phénoliques sont également en
étude clinigue comme de antiagrégant plaquettaire ou hypotenseur sans résultats probants.
L’amélioration de la vasodilatation endothéliale par les polyphénols.

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques dans la qualité
alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures mécaniques. La capacité
d’une espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent
corrélée avec la teneur en composés phénoliques, Ces composés antioxydants, anti
carcinogenes (Zhou et al., 2016), anti-inflammatoires (Taile, 2021) , antiathérogenes
montrent des activités, anti thrombotiques analgésiques (Manach et al., 2005 ; Gormaz et
al., 2016), antibactériennes (Chaker, 2021), antiviraux, anti-allergenes, vasodilatateurs
(manallah, 2012).

Anti-
inflammatoire et

anti-infectieux ooy

Cérébrovasculair

Neuroprotecteur Polyphénols

Anti- 3ge & Cardio protective
2 - age &

ostéoprotecteur

Anti — asthm atique
& anti hypertensive

Figure 10 : Role des polyphénols chez I’homme (Ganesan et Baojun, 2017).

20



[ Chapitre 111 : Eco-extraction J}




Chapitre III : Eco-extraction

1. Geénéralités :

Les polyphénols, en tant que substances phytochimiques ont acquis une grande
importance en raison de leurs nombreux avantages pour la santé en ce qui concerne les
maladies liées au mode de vie et le stress oxydatif. A ce jour, le développement d'une
meéthode standard unique pour l'extraction efficace et rapide des polyphénols a partir de
matrices végétales est resté un défi en raison des limites inhérentes aux diverses méthodes
d'extraction conventionnelles. L'exploitation des polyphénols en tant que composés bioactifs a
différents niveaux commerciaux a motivé les scientifiques a explorer des techniques
d'extraction plus écologiques, efficaces et rentables, basées sur une approche d'extraction
écologique (kashif et al., 2017).

Ainsi, le concept de la chimie verte a été développé aux Etats-Unis a partir de 1990,en 1998,
Anastas et Warner ont definis 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 1’utilisation et la
synthese de substances (matiére premiere, produits, sous-produits, solvants, réactifs, etc)
dangereuses pour I’homme et I’environnement. Ces principes sont résumés dans
la (Figure 11).

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

(Chaabani, 2019).

12. Chimie essentiellement sécuritaire
afin de prévenir les accidents

11. Analyse en temps réel de la lutte . .
contre la pollution 1. Prévention
10. Conception de substances

= . '
non-persistantes 2. Economie d'atomes

3. Synthéses chimiques
moins nocives

9. Catalyse

4. Conception de produits
chimiques plus sécuritaires

8. Réduction de la quantité de
produits dérivés

7. Utilisation de matiéres premiéres
renouvelables

5. Solvants et auxiliaires
plus sécuritaires

6. Amélioration du
rendement énergétique

Figure 11 : Les 12 principes de la chimie verte (Anastas et Warner, 1998).
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2. Définition de I'extraction verte

Une définition générale de la chimie verte est l'invention, la conception et I'application de
produits et de procédés chimiques visant a réduire ou a éliminer l'utilisation et la production
de substances dangereuses.

En ce qui concerne l'extraction verte de produits naturels, cette définition peut étre modifiée
comme suit : "L’éco-extraction est basée sur la découverte et la conception de procédés
d'extraction qui réduisent la consommation d'énergie, permet l'utilisation de solvants
alternatifs et de produits naturels renouvelables, et garantit un extrait/produit sir et de haute
qualité.
Trois solutions majeures ont éte identifiées pour concevoir et demontrer I'extraction verte a
I'échelle du laboratoire et de l'industrie afin d'approcher une solution maximale de matiéres
premieres, de solvants et d'énergie :

e [’amélioration et I'optimisation des procédés existants

o l'utilisation d'équipements non dédiés

¢ l'innovation dans les processus et les procédures, mais aussi dans la découverte de

solvants alternatifs (chemat et al., 2012).
3. Les six principes d’éco extraction :

3.1. Principe 1 : vers une matiere premiere renouvelable :

La demande croissante en extraits naturels pour divers besoins en agroalimentaire, en
cosmétique ou en pharmacie peut conduire a une surexploitation des ressources naturelles.
Les producteurs d’extraits naturels doivent prendre en compte les paramétres liés au respect
de I’environnement car une surexploitation « démesurée » de plantes d’une région peut
conduire a I’extinction de certaines espéces endéemiques. Ainsi, la préservation des ressources
naturelles et de la biodiversité doit étre prise en compte vis-a-vis de notre biodiversité, notre
environnement et des générations futures. Dans le contexte de I’éco-extraction, 1’utilisation de
matiéres premicres renouvelables, 1’amélioration variétale ou le recours a des procédés
biotechnologiques ingénieux sont autant de pistes a considérer afin d’éviter I’extinction des
especes endémiques (chemat et al., 2012).

3.2. Principe 2 : privilégier I’usage de solvants alternatifs :

Les réglementations actuelles ont un impact direct et progressif sur la diminution de la
consommation de solvants pétrochimiques et de composés organiques volatils (COV). Les
fabricants qui utilisent des solvants organiques doivent démontrer I'absence de risque lors de

I'extraction et I'innocuité des ingrédients en ce qui concerne les traces de solvants. La plupart
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des solvants organiques sont inflammables, volatils et souvent toxiques et sont responsables
de la pollution de I'environnement et de l'effet de serre. Les aspects sécuritaires,
environnementaux et économiques obligent l'industrie & se tourner vers des solvants plus
verts.
Parmi les solvants verts, les agro-solvants ou bio-solvants jouent un role important dans le
remplacement des solvants pétrochimiques. Ils constituent une ressource renouvelable
produite a partir de biomasses telles que le bois, I'amidon, les huiles végétales ou les fruits.
Ces bio-solvants ont un pouvoir solvant élevé, sont biodégradables, non toxiques et
ininflammables. Leurs limites et leurs inconvénients sont dus a leur codt, & leur viscosité
élevée, a leur point d'ébullition élevé et a la génération de mauvaises odeurs et d'ardmes
indésirables (chemat et al., 2012).
3.3. Principe 3 : générer des coproduits au lieu des déchets

Les industriels du domaine de I’extraction de produits naturels, que ce soit les producteurs
de jus a partir de fruits et Iégumes, les producteurs d’huile végétale a partir de graines ou les
fabricants de molécules bioactives a partir de différents types de végeétal, ciblent généralement
un seul et unique produit a partir d’une biomasse donnée. Cela a pour conséquence la
génération d’une trés grande quantité de déchets, sous-produits ou coproduits selon la
valorisation effectuée. Par ailleurs, ces produits générés lors de I’extraction sont sensibles a la
dégradation chimique ou microbiologique et peuvent encore plus contribuer a I’augmentation
de la pollution de I’air et a I’appauvrissement en matiere organique du sol. Depuis la loi
Grenelle 2 de 2012, les producteurs ou détenteurs de quantités importantes de bio déchets sont
tenus de mettre en place un tri a la source et une valorisation organique (compostage,
méthanisation ) selon I’article L 541-21-1 du Code de I’environnement.
Ce concept consiste a optimiser la valorisation de toutes les composantes des agro ressources
afin de produire, par exemple, des énergies renouvelables, des substances chimiques a haute
valeur ajoutée, des molécules plateformes, des biomatériaux, des produits destinés a
I’alimentation humaine ou animale (chemat et al., 2012).

3.4. Principe 4 : réduction de la consommation énergétique

La consommation énergétique est actuellement une des préoccupations principales des
industriels, quel que soit le secteur d’activité. Les enjeux majeurs peuvent étre liés a des
problémes environnementaux, a des couts de production accrus ainsi qu’a une perte de
rentabilité. Dans ce contexte, ’optimisation mais aussi |’intensification des procédés

industriels, et notamment des procédés d’extraction, représente un enjeu €économique

23



Chapitre III : Eco-extraction

important. En général, la consommation d’énergie liée aux procédés d’extraction peut étre
réduite dans le cadre d’une démarche d’éco-extraction selon quatre voies :

e [’optimisation des procédés existants ;

e la récupération de 1’énergie libérée ;

¢ [Dintensification ou I’assistance aux procédés existants en particulier a I’aide des

technologies innovantes

e [I’innovation de procédé (chemat et al., 2012).

3.5. Principe 5 : réduction du nombre d’opérations unitaires

Avec les préoccupations économiques et environnementales actuelles, 1’industrie de
I’extraction végétale doit développer des procédés efficaces en termes de rendements
d’extraction, de réduction des impacts environnementaux, de sécurit¢ des opérateurs et
d’utilisation de I’espace. Généralement, un procédé d’extraction complet est composé des
étapes suivantes :

e prétraitement de la matiere premiére vegétale par séchage et broyage pour
augmenter la surface de contact et la pénétration du solvant.

e extraction solide-liquide avec un solvant approprié.

e séparation solide-liquide par filtration ou centrifugation.

e élimination des solvants et recyclage pour éliminer toute trace de solvant résiduel
dans I’extrait ou le résidu final (chemat et al., 2012).

3.6. Principe 6 : privilégier un produit non dénaturé «éco extrait»

Le concept de naturalité est assez difficile a définir, en particulier dans le cas d’extraits de
plantes ou la définition d’un véritable extrait naturel n’est pas claire. Selon la législation
REACH, une substance naturelle est « une substance naturelle, telle quelle, non traitée ou
traitée uniquement par des moyens manuels mécaniques ou gravitationnels, par dissolution
dans I’eau, par flottation, par extraction par 1’eau, par distillation a la vapeur ou par chauffage
uniquement pour ¢éliminer I’eau ou qui est extraite de I’air par un quelconque moyen ».

- Cette définition inclut que la substance ne doit pas étre modifiée chimiquement ; en d’autres
termes, sa structure moléculaire doit rester inchangée indépendamment du procédé utilisé
méme s’il est chimique. Ainsi, selon cette législation, 1’huile d’olive ou les jus de fruits et de

Iégumes peuvent étre considérés comme « naturel » (chemat et al., 2012).
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Figure 12 : Les six principes de 1’éco-extraction (Tixier et al., 2013).

4. Les techniques d’extraction :

Les techniques d'extraction employées dans l'extraction des molécules bioactives peuvent

étre classées en deux catégories (Cheok et al., 2014) :

» Les techniques conventionnelles qui sont basées sur la solubilité d’un soluté¢ dans un
solvant. Ces techniques utilisent souvent une grande quantité de solvant pour extraire
le soluté désiré. Les techniques conventionnelles se résument en extraction par
maceration, soxhlet, reflux ou la combinaison de ces techniques.

» Les techniques vertes « greens technologies » qui donnent plus d’efficacité, moins de
temps et utilisent des matieres premieres renouvelables, par consequent moins de
pollution. Les techniques vertes se résument essentiellement en extraction assistée par
ultrasons (UAE), extraction assistée par micro-ondes (MAE), extraction accélérée par
solvant (ASE) et extraction par fluide supercritique (SFE) (Imbimbo et al., 2020).

4.1. les techniques conventionnelles
4.1.1 Maceération :

L'extraction par macération est une extraction solide-liquide ou le composé bioactif
(soluté) de la plante est extrait par trempage de la matiere végétale dans un solvant spécifique
pendant un certain temps. L'efficacité de ce processus est déterminée par deux facteurs
principaux, la solubilité et la diffusion effective. Cette méthode ne nécessite pas d’équipement

spécial, c’est pourquoi elle est la plus courante chez les chercheurs. L’inconvénient de la
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macération est la longue durée d’extraction mais elle peut étre réduite toutefois par agitation
(Cheok et al., 2014).
4.1.2 Soxhlet :

L’extraction Soxhlet est une procédure conventionnelle utilisée pour I’extraction des
lipides et des caroténoides. Il est effectu¢ par utilisant des solvants a température d’ébullition
et a pression ambiante, et bien qu'il exige une grande quantité de solvants et une longue durée
d'extraction, il offre des rendements élevés et n'affecte pas la bioactivité des molécules
extraites (Imbimbo et al., 2020).

4.2. Les techniques vertes d’extraction :
4.2.1. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

Le principe de fonctionnement des UAE est I'utilisation des ultrasons (ondes avec une
fréquence comprise entre 20 - 100 MHz) pour des bulles a I’intérieur du solvant. Ces bulles,
une fois créées par le phénomene de cavitation perturbation et accélérera la pénétration du
solvant dans le matériel végétal (Ligor et al., 2018).

En général, les UAE sont subdivisés en UAE directs et indirects. Dans les UAE directes, un
sonotrode (outil acoustique inerte) est immergé dans le melange échantillon-solvant, suivi de
I’application directe du rayonnement ultrasonique. Le rayonnement ultrasonique indirect des
UAE est appliqué au mélange éechantillon-solvant par un bain ultrasonique, qui peut étre
utilisé simultanément pour plusieurs échantillons. Les deux approches exigent une étape de
nettoyage supplémentaire. Les paramétres communs pour optimiser les UAE sont la
température, le cycle de sonication, la granulation/le degré d’homogénéisation et le temps
d’extraction (Benedikt et al., 2020).

4.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L’extraction assistée par micro-ondes (MAE) implique 1’utilisation de micro-ondes pour
chauffer le solvant en contact avec la cellule permettant ainsi d’extraire des pigments, des
lipides et d’autres molécules bioactives. L’échauffement est causé par deux phénomenes :
rotation dipdle et conduction ionique, qui peut se produire individuellement ou
simultanément. MAE est genéralement effectuée en systemes pour éviter la dissipation de
chaleur. De cette facon, le mécanisme de chauffage est ciblé et sélectif, réduisant ainsi le
temps d’extraction et I’amélioration du rendement final. Toutefois, la principale limite de
cette méthode est la température élevée qui pourraient affecter la bioactivité de I’extrait

molécules (Imbimbo et al., 2020).
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4.2.3. Extraction de fluide supercritique (SFE)

L’extraction de fluide supercritique est une technique d’extraction précieuse et
respectueuse de I’environnement utilisée pour extraire une grande variété de composés
bioactifs, présentant les avantages rapide, sélectif et économe en solvants. Etat supercritique
se produit lorsque la température et la pression du fluide sont élevées au-dessus de son point
critique. Le dioxyde de carbone est le plus solvant utilisé dans le SFE étant trés efficace pour
I’extraction de graisse, lipides et autres composés non polaires. Pour I’extraction de
substances polaires, un modificateur polaire appelé Co-solvant (par exemple méthanol,
éthanol, acétone, eau, éther éthylique ou dichlorométhane) doit étre ajouté a la supercritique
pour augmenter la solubilité (Ligor et al., 2018).

4.2.4. Extraction accélérée par solvant (ASE)

L’extraction accélérée par solvant aussi appelé sous pression extraction de fluide (PFE),

extraction par solvant ameélioré (ESE), ou extraction au solvant haute pression (HPSE), dans
cette méthode d’extraction différents solvants sont nécessaires; les plus populaires sont le
méthanol, I’éthanol ou des mélanges d’autres solvants.
Il s’agit d’une technique d’extraction rapide automatisée qui utilise un solvant minimal a
haute température et pression. Le mérite de 1’utilisation augmentation de la température est
d’améliorer la solubilité et le transfert de masse de soluté dans le solvant, et la pression élevée
maintient le solvant sous son point d’ébullition, permettant une extraction rapide, stire et
efficace des analytes cibles de matiéres végétales au solvant d’extraction. Un processus
d’extraction est généralement terminé en 15 a 25 minutes en utilisant seulement 15-45 ml
consommations de solvant (Ligor et al., 2018 ; Cheok et al., 2014).

5. Les avantages des techniques d’éco-extraction :

L’extraction verte de produits naturels est un donc un concept qui répond aux défis du
20éme siecle, en protégeant a la fois I'environnement et les consommateurs et dans le méme
temps, en améliorant la compétitivité des industries en devenant plus écologique, plus efficace
et plus rentable (Chemat et al., 2012).

Les techniques vertes présentent de nombreux avantages par rapport aux techniques
classiques parmi lesquels (kashif et al., 2017) :

e Processus continu avec pas d’intermittence

e Facilité d’utilisation grace a la simplicité de technique

e Moins de temps par rapport aux techniques traditionnelles, telles que I'extraction

Soxhlet, la macération et I'hydrosilation)
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e Lesultrasons permettent la pénétration des solvants dans des matrices d'échantillons
plus profondes afin de faciliter le transfert de masse accru des solutés vers
I'extraction au solvant.

e Facilité de récupération de solvant employé Utilisation des cosolvents avec cosolutes
entrainer une amélioration de I'efficacité

6. La nature des solvants utilisés en éco extraction

6.1. L'eau comme solvant vert

D'un point de vue "naturel”, I'eau apparait comme le solvant le plus vert. Il est non
seulement peu colteux et inoffensif pour I'environnement, mais il est également non toxique
et ininflammable, ce qui offre des possibilités de traitement propre et de prévention de la
pollution. L'extraction a l'eau sous-critique (SWE) utilise I'eau dans des conditions de pression
et de température trés différentes.et nécessite donc un équipement spécifique. L'eau sous-
critique se produit a des températures situées entre le point d'ébullition et le point critique de
I'eau (100 °C a 1 bar et 374°C a 221 bars), a des pressions suffisamment élevées pour
maintenir I'eau a I'état liquide .1l a été observé que la température a un effet plus important
que la pression sur la polarité de I'eau subcritique. Idéalement, les molécules organiques sont
plus solubles dans I'eau dans des conditions sous-critiques en raison de la polarité plus faible
dans cet état. L'eau est utilisée pour I'extraction des aliments et des produits naturels depuis
des siecles. Avec différents proceédés et procédures : maceration, décoction, infusion et
percolation, mais elle est connue pour étre un mauvais solvant pour les composés non polaires
ou certains composés semi-polaires (Kouchaksaraie et al., 2016).

6.2. Solvants naturels eutectiques (NADES)

Les NADES sont considérées comme respectueuses de I'environnement et biodégradables
en raison de l'origine naturelle de leurs composants (Shishov et al., 2017). lls sont constitués
d'acides organiques, d'acides aminés, de sucres, de polyols, de choline et d'urée (Choi et al.,
2011). Par conséquent, les extraits obtenus peuvent étre utilisés de facon sécuritaire dans les
industries alimentaires, pharmaceutique et cosmeétique (Choi et al., 2019). Ces métabolites
naturels constituent une source prometteuse pour la préparation de mélanges eutectiques
puisqu'ils sont abondants dans la biomasse, biodégradables, comestibles, présentent une
grande diversité structurelle et sont peu toxiques. Les NADES ont une meilleure propriété
extractive car ils sont liquides au-dessous de 0°C, ils ont une viscosité ajustable, et une grande

capacité de solubilisation des composés apolaires et polaires. En outre, ces NADES sont de
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plus en plus utilisés pour I’extraction des composés naturels a partir des plantes et d’autres
matrices naturelles (Bajkacz et Adamek, 2017 ; Bajkacz et Adamek, 2018).
6.3. Les agro-solvants

Parmi les solvants verts, on distingue les agro-solvants ou encore appelés les biosolvants. Ces
derniers proviennent de matieres premicres renouvelables d’origine, végétale ou
animale transformées ou non, dont la majeure partic de la molécule finale est d’origine
naturelle. Ces solvants biosourcés peuvent étre classés en fonction de la filiére d’ou ils sont
issus (Figure 13) (Calvo et al., 2018).
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Figure 13: origines des biosolvants (Emna Chaabani, 2019).
6.4. Gaz liquéfiés et le CO2 supercritique
Les fluides supercritiques a l'extraction des gaz liquéfiés (SCF) sont une alternative bien

établie aux méthodes traditionnelles d'extraction par solvants organiques. L'extraction par gaz
liguéfie (GGL) est généralement effectuée a des températures ambiantes, avec une
consommation d'énergie minimale et une quantité négligeable de solvant résiduel dans les
extraits, préservant ainsi la qualité des matiéres premiéres et des extraits (Badens et al.,
2012).
Pour le CO> supercritique comme solvant alternatif, le processus d'extraction se déroule en
quatre étapes : la diffusion du fluide supercritique dans la matrice poreuse de I'échantillon, la

séparation de l'interaction soluté-soluté au sein de la matrice, la diffusion des solutés hors de
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la matrice et la récupération de 1’échantillon soluté au sein de la matrice, la diffusion des

solutés hors de la matrice, et la récupération des analytes de I'échantillon lors de la
décompression (Yousefi et al., 2018).
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Objectifs : nous rappelons que 1’objectif principal de cette étude est d’optimiser 1’éco
extraction des composes phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) et I’activité
antioxydante des feuilles de pissenlit Taraxacum officinale.

La partie expérimentale de ce travail a été réalisée au laboratoire de Biochimie, Faculté
des Sciences, Université 20 Aott 1955 Skikda, pendant la période allant de Février jusqu’au
mois de Mars 2022.

1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est les feuilles de pissenlit ou dents de lion
(Taraxacum officinale L. Espéce sub-cosmopolite relativement commune dans toute 1’ Algérie
septentrionale) . La récolte était entreprise manuellement le 14 Février 2022, ce qui coincide
avec le stade de floraison et une croissance végétative élevée de cette plante.

Les echantillons ont été prélevés dans la région de Beni bechir, wilaya de Skikda
(Longitude : 6.983°, Latitude : 36.8°, Altitude : 198m), cette commune est située a 13 km de
la wilaya de Skikda (figure 14).
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Figure 14 : lieu de récolte de la plante.
Les feuilles récoltées ont été nettoyées et débarrassées de la poussicre et d’autre impuretés, et
ont été découpées en petits morceaux puis elles sont placées dans des sacs en plastique

stériles, transportées dans une glaciaire au laboratoire. L’échantillon étudié a été¢ photographié
(Figure 15).
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Figure 15 : feuilles du pissenlit

2. Extraction des polyphénols de pissenlit

Les polyphénols sont extraits par macération selon la méthode décrite par Xiang et Na
see (2018) avec quelques modifications, cette méthode consiste a laisser le matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs.

La concentration du solvant d’extraction et le temps de macération de I’échantillon ont
été optimisés en se référant a des analyses préliminaires et a la bibliographie (Spigno et al.,
2007, Galan et al., 2017, Jovanovi¢ et al., 2017).

La séparation des extraits phénoliques est réalisée par centrifugation a 6000 tour/min pendant
30 min. Les surnageants sont considérés comme extraits des feuilles de pissenlit et ils sont

immédiatement utilisés pour effectuer les différents essais (Figure 16).

Matériel végetal

iyt

Addition de solvant : éthanol/eau

4

Macération a température ambiante
Centrifugation 6000tr/minutes pendant
30 min

Il

Extrait de pissenlit

Figure 16 : Protocole d’extraction des polyphénols (Xiang et Na see,. 2018)
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3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin- Ciocalteu
(FC) décrite par Waterhouse (1999).avec quelques modifications. Le FC est un solution
d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HzPMo012040) dont
la réduction par I’action des polyphénols donne un mélange de complexes de sels de
tungstene (Ws0O23) et de molybdéne (MogO-3) de couleur bleue.
1ml de chaque extrait est mélangé avec 0,4 mL du réactif Folin-Ciocalteu et 0.8 mL de
Na>COs a 2%. Le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant
2h, la lecture des absorbances est mesurée a 760nm par un spectrophotométre UV-1800
(Shimadzu).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique / g de matiere fraiche en se
référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique réalisée avec 6 valeurs de concentrations

(variant de0 a 1 mg/ml) Le contenu phénolique total d’extrait a été calculé par la formule

suivante:
CoVoF
QP =—
Ou: 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/m.

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 mére

en ml et Vfest le volume de la solution fille prélevé en ml

4. Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpour et al., (2009) avec légéres modifications. 0,2 ml de I’extrait est ajouté a 1,72 ml
d’éthanol a 96%, 0,4 ml de d’AICI3 a 10% et 0,1 ml d’acide acétique, le mélange est agité
puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30min. L’absorbance est mesurée
a 415nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine / g de matiere fraiche en se

référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine.
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La concentration des composés flavonoides a été calculee selon I'équation suivante:

CoVoF
F =
Q m
Ou: QF : la teneur en flavonoides en mg EQ/ g de matiére fraiche

m: la masse de la plante utilisée pour I’extraction
CO0 : la concentration de 1’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= Vm /Vf dont Vm est le volume de la solution mere
en ml et VVf est le volume de la solution fille prélevé en mi
5. Dosages des tanins
Les tanins se dissocient sous I’effet de la chaleur en milieu acide donnant une coloration
specifique.
1 ml d’extrait de la plante est additionné 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 minutes et ’absorbance est mesuré a 530 nm. La concentration des tanins est
déterminée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide tannique et la teneur en tanins est
exprimee en mg équivalent acide tannique /g de matiere fraiche.

La concentration des tanins est calculée selon I'équation suivant :

CoVoF
T =
Q m
Ou : QT: la teneur en tanins en mg EAT/ g de matiere 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 EAT/ml.
VO : le volume final 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 Vf est le volume de la solution fille prélevé en ml
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6. Evaluation de l'activité antioxydante

Les méthodes de dosage de la capacité antioxydante totale mesurent la capacité des
antioxydants a neutraliser un radical libre. Les antioxydants ont différentes caractéristiques
physiques et chimiques. Chaque antioxydant pouvant, dans la plupart des cas, agir de facon
différente dans un systeme simple. De plus, les antioxydants peuvent réagir de maniére
différente face a différents radicaux ou sources oxydantes (Prior et al., 2005). L’évaluation
de I’activité antioxydante a été réalisée par la méthode DPPH.

6.1. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode DPPH
6.1.1. Principe

L’intérét du test de DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyle) permet de déterminer
I’activité anti-oxydante en milieu organique (Blois, 1958). Ce test consiste en la réduction
d’une solution alcoolique de I’espece radicalaire DPPHe en présence d’un antioxydant
donneur d’hydrogeéne (AH), qui aboutit a la formation d’une forme non radicalaire DPPH-H
(Figure 17). En effet, la présence des radicaux DPPHe donne une coloration pourpre foncée a
la solution et qui absorbe fortement & 517 nm. Au cours de la réaction, la colorimetrie de la
solution change sous 1’effet d’un agent antioxydant qui entraine la décoloration de la solution
(Armun Hidayat et al., 2017).

NO, NO,

[ ] H [ ]

O;N N—N + A-H = O,N N—N + A
NO, NO,

Figure 17 : Mécanisme d’action du DPPH (Amrun Hidayat et al., 2017).
6.1.2. Méthodes
Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 6mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. Différentes concentrations de solutions échantillons (0-1000ppm) et témoin sont
ajoutées a 1,6ml de la solution de DPPH, apres incubation de 30 min a I’obscurité et a
température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc
correspondant. Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures séparées *

écart type.
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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 le méthanol) ;
A échantillon : Absorbance du composé d'essai.
Les concentrations d’extrait et d’antioxydants de référence (BHA et BHT), en fonction des
pourcentages du DPPH inhibé, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir Il'index
IC50. Ce paramétre est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du DPPHe initiale de 50% (Sharififar et al., 2007).

7. Optimisation

Un plan d’expérience central composite a été utilisé pour optimiser les deux facteurs
(concentration du solvant et temps de maceration) sur la réponse notée teneur en polyphénols.
Ce plan est basé sur la méthode des surfaces de réponse qui est la plus couramment utilisée
dans ce type d’expériences. |l consiste a modéliser les résultats sous la forme de fonctions
polynomiales du second degré qui est un modéle quadratique (Almansoory et al., 2016).

7.1. Modéle mathématique
Les plans du second degré ou plans pour surfaces de réponse permettent d’établir des

modeéles mathématiques du second degré. lls 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 ; Almansoory et al., 2016).
7.2. Niveaux des variables
Nous avons attribué pour chaque variable codée (Xi) trois niveaux: -1, O et +1. Les
+ o 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 18).
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Figure 18 : 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 (Fleury, 2017).
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 : egalement appelés étoiles, sonta : +a, 0 ; -a, 0.
- Points centraux : le central du plan est a : 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 réeelles (Aj)

est décrite par I’équation suivante :

Xi = (Ai — Ag)/AA

Avec :

Xi : valeur codée du facteur ;

Ai: valeur réelle de ce facteur ;

Ao : valeur réelle du méme facteur au niveau central ;

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

7.3. Analyse du plan
Dans cette étude, l'analyse des résultats obtenus est réalisée par la méthodologie de

réponse en surface avec le logiciel Minitab® LLC (Minitab Statistical Software for windows
released 2019, version 19.1.1.0 Minitab, LLC sis 1829 Pine Hall Road, State College,
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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
données expérimentales pour calculer la réponse optimale du systéme (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 modele 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 degre 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 eégalement 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, I’ANOV A détermine la signifiance du modéle 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.

8. Analyse statistique

Le calcul des moyennes plus ou moins I’écart type des trois répétitions ainsi que les
représentations graphiques ont été effectués par Excel 2013 (Microsoft Excel Version 3.
2013, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA).

Un test ANOVA a un seul facteur suivi par test Post hoc — Tukey a été réalisé a 1’aide
du logiciel Minitab® LLC (Minitab Statistical Software for windows released 2019, version
19.1.1.0 Minitab, LLC sis 1829 Pine Hall Road, State College, PA, USA) pour comparer
moyennes obtenues. Les lettres en exposant ; a, b, ¢, d indiquent une différence significative

au seuil de signification 0,05.
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1. Teneurs en composes phénolique des feuilles fraiches de pissenlit
1.1.  Les courbes d’étalonnage

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins ont été calculées en se basant sur
les courbes d’étalonnage de I’acide gallique, la quercetine et 1’acide tannique respectivement.
Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme de matiére
séche (mg EAG/g MS) pour le dosage des polyphénols totaux, en milligramme équivalent
quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS) pour le dosage des flavonoides et en
milligramme équivalent d’acide tannique par gramme de matiere seche (mg EAT/g MS) pour

les tanins (Figure 19).
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Absarbance

Droite d'ajustement
Absorbance = 0,01781 + 0,6697 Concentration (mg/ml)

Concentration (mg/mil)

5 00165927
R carré 997 %
R carré (ajust) 995 %

Figure 19 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques (polyphénols

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

2. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des polyphénols totaux

de pissenlit

La matrice des essais du plan composite centré et

mentionnées dans le tableau 02.

les réponses obtenues sont

Tableau 02 : Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation du taux en

polyphénols totaux de pissenlit

N° Niveaux du facteur | Niveaux du facteur Taux des polyphénols totaux
d’essai | concentration du solvant | Temps de macération (mg EAG/g d’extrait sec)
1 0 0 10,7818

2 -1 1 10,1130

3 -1 -1 7,6909

4 0 0 5,4506

5 1 -1 10,7818

6 1 1 13,4896

7 0 0 7,9961

8 -1,414 0 5,5026

9 0 0 12,2429

10 1,414 0 10,7818
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11 0 -1,414 10,7818
12 0 0 10,7818
13 0 1,414 5,6325

L'analyse de variance partitionne la variabilité de taux des polyphénols totaux pour
chacun des effets. La valeur-p est inférieure a 0,05 ce qui signifie que le modéle est
significatif. Le R? de détermination indique le modéle explique plus de 97.64% de la
variabilité de la réponse. L’équation polynomiale quadratique pour la réponse taux des
polyphénols totaux est:

Polyphénols totaux = -26,57 + 0,529 CONCENTRATION + 0,4585 TEMPS -
0,00220 CONCENTRATION*CONCENTRATION - 0,005845 TEMPS*TEMPS +
0,00007 CONCENTRATION*TEMPS

L'analyse de variance montre que les effets des linéaires des facteurs A, B et ’effet du
terme quadratique BB ont des effets significatifs (P< 0,05).

Les effets du terme quadratique AA et l’interaction a deux facteurs AB ne sont pas
significatifs pour ce modéle (P>0.05).

Le diagramme de Pareto (Figure 20) démontre que I’effet de la concentration de
solvant et le terme quadratique du temps de macération ont I’effet le plus important suivi par

I’effet linéaire du temps de macération.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = POLYPHENOLS TOTAUX; a = 0,05)
Terme 2,36
: Facteur  Nom
A CONCEMNTRATION
A B TEMPS
AA :carré de
concentration du
ee solvant,
BB: carré du temps de
macération
B AB : interaction entre
concentration du
] solvantet le temps de
AA ] macération
AB
0 2 - 4 b 8 10 12 14
Effet normalisé

Figure 20 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)

normalisés (p=0,05) des conditions d’extraction des polyphénols totaux de Pissenlit.
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Le diagramme de surface de réponse et le graphique de contour qui illustrent 1’évolution
de la réponse (taux de polyphénols totaux) en fonction des niveaux des deux facteurs

(concentration de solvant et temps de macération sont illustrées dans la figure 21

Diagramme de surface de POLYPHENOLS TOTAUX et TEMPS; CONCENTRATION

125 |
POLYPHENOLS TOTAUXi0g |

7.5

o l < 40
’ - TEMPS

90

CONCENTRATION 402

A

Graphique de contour de POLYPHENOLS TOTAUX et TEMPS; CONCENTRATION

B0

POLYPHENOLS
TOTAUX

50

TEMPS

20

20

60 70

3‘0
CONCENTRATION B

Figure 21 : Surface de réponse du taux des polyphénols totaux de Pissenlit en fonction de
la concentration du solvant et le temps de macération. A: diagramme de surface ; B:
graphique de contour

Selon la figure 22 les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la
zone verte limitée par les points: Concentration du solvant (88-100 %) et temps de
maceration (25-55 min). La courbe de désirabilité permet de réaliser des simulations des
conditions opératoires a fin de maximiser le taux des polyphénols totaux. Le maximum de

précision est obtenu pour une désirabilité égale ou proche de 1 (Figure 22).
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Figure 22 : Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération pour

I’extraction des polyphénols totaux de Pissenlit en fonction de la désirabilité 1

La prédiction des conditions optimales sont : concentration du solvant (100%) et temps

de macération (39,79min). (Tableau 03)

Points

Taux de polyphénols totaux max
(mg EAG/g d’extrait sec)

(100% , 39.79min)

13,6311

3. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des flavonoides de

pissenlit

La matrice des essais du plan composite centré et les réponses obtenues sont mentionnées

dans le tableau 04

Tableau 04 : Matrice d’essais du plan composite centré pour I’évaluation du taux en

flavonoides de pissenlit

N° Niveaux du facteur | Niveaux du facteur Taux des flavonoides
d’essai | concentration du solvant | Temps de macération (mg EQ/g d’extrait sec)
1 0 0 8,7263

2 -1 1 3,0919

3 -1 -1 1,4985

4 0 0 6,5142

5 1 -1 8,7263

6 1 1 9,2016

7 0 0 4,4437

8 -1,414 0 6,8419
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9 0 0 10,0095
10 1,414 0 8,7263
11 0 -1,414 8,7263
12 0 0 8,7263
13 0 1,414 6,3589

L'analyse de variance partitionne la variabilité de taux des flavonoides pour chacun des
effets. Le modéle est significatif (P< 0,05) et présente un R? élevé (90,03%). L’équation
polynomiale quadratique pour la réponse taux des flavonoides est :

Flavonoides = 4,6 + 0,248 CONCENTRATION - 0,500 TEMPS - 0,00365
CONCENTRATION*CONCENTRATION - 0,00640 TEMPS*TEMPS + 0,01178
CONCENTRATION*TEMPS

L'analyse de variance montre que les effets du terme quadratique du temps de macération
(BB), I'interaction a deux facteurs (AB) et I’effet linéaire de la concentration du solvant (A)
ont des effets significatifs (P< 0,05).

L’effet linéaire du facteur temps de macération (B) et le terme quadratique de la
concentration du solvant (AA) ne sont pas significatifs pour ce modele (P>0.05).

Le diagramme de Pareto (Figure 23) confirme que le taux des flavonoides dépend
principalement de I’effet de I’interaction entre le temps de macération et la concentration du
solvant suivi par le terme quadratique du temps de macération puis par I’effet linéaire du

temps de macération.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = FLAVONOIDES; a = 0,05)
Termme 2 3858
A concentration solvant:
AB B temps de macération,
Ad:carrédela
T concentration desobant
BE: carré dutemps de
macération,
A . .
AB: inferaction entre la
: concentration desolvant
AA i et le temps de macération
.
B |
] 1 2 3 4 5 6
Effet normalisé

Figure 23 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)

normalisés (p=0,05) des conditions d’extraction des flavonoides de Pissenlit.
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Le diagramme de surface de réponse et le graphique de contour qui illustrent
I’évolution de la réponse taux de flavonoides en fonction des niveaux des deux facteurs

(concentration de solvant et temps de maceration) sont illustrées dans la figure 24.

Diagramme de surface de FLAVONOIDES et TEMPS; CONCENTRATION
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Figure 24 : Surface de réponse du taux des polyphénols de Pissenlit en fonction de la
concentration du solvant et le temps de macération. A : diagramme de surface ; B : graphique
de contour

Selon la figure 24 les valeurs optimales du taux des polyphénols totaux se situent dans la
zone verte limitée par les points : Concentration du solvant (85-100%) et temps de macération
(35-60min).La courbe de désirabilité permet de realiser des simulations des conditions
opératoires a fin de maximiser le taux des polyphénols. Le maximum de précision est obtenu

pour une désirabilité égale ou proche de 1 (Figure 25).
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Figure 25 :

Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération pour

maximiser la teneur des flavonoides du Pissenlit en fonction de la désirabilité 1.

La prédiction des conditions optimales sont : concentration du solvant (100%) et

temps de macération (52.92min). (Tableau 05)

Points

Taux de flavonoides max

(mg EQ/g d’extrait sec)

(100% - 52.92 min)

10,8377

4. Modélisation et optimisation des conditions d’extraction des Tanins de pissenlit

La matrice des essais du plan composite centré et

mentionnées dans le tableau 06.

les réponses obtenues sont

Tableau 06 : Matrice d’essais du plan composite centré pour ’évaluation du taux des

tanins de Pissenlit

N° Niveaux du  facteur | Niveaux du facteur Taux des tanins
d’essa | concentration du solvant | Temps de macération (mg EAT/g d’extrait sec)
i

1 0 0 7,51755

2 -1 1 5,18745

3 -1 -1 4,61987

4 0 0 7,11426

5 1 -1 7,51755

6 1 1 3,64974

7 0 0 4,58252

8 -1,414 0 4,27633
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9 0 0 5,78118
10 1,414 0 7,51755
11 0 -1,414 7,51755
12 0 0 7,51755
13 0 1,414 5,22479

L’analyse de la variance a partitionné la variabilité de taux des tanins pour chaque effet.
Le modele est significatif (P< 0,05), et présente un R? = 91,41%. L'analyse de variance
montre que les effets du terme quadratique AA et BB ont des effets significatifs (P< 0,05).

Les effets des linéaires des facteurs A, B et les ’interaction a deux facteurs AB ne sont
pas significatifs (P>0.05) pour ce modéle. L’équation polynomiale pour la réponse taux des
tanins est :

Tanins = -4588 + 1,322 CONCENTRATION + 0,049 TEMPS - 0,00851
CONCENTRATION*CONCENTRATION - 0,002433 TEMPS*TEMPS + 0,00120
CONCENTRATION*TEMPS

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

du deux termes quadratiques AA et BB (figure 26)

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = TANINS; a = 0,05)
Terme 7 365
| Facteur MNom
A CONCENTRATION
AR B TEMPS
AN carre de
BB concentration du
solvant,
B ' BB : carré du temps
de macération
fal:] ' AB : interaction entre
! concentration du
A | solvant et le temps de
] macération
o 1 2 3 4 5 [ 7 8
Effet normalisé

Figure 26 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)

normalisés (p=0,05) des conditions d’extraction des Tanins de Pissenlit.
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Le diagramme de surface de réponse et le graphique de contour qui illustrent I’évolution
de la réponse en fonction des niveaux des deux facteurs ( concentration de solvant et temps de
macération sont illustrées dans la figure 27.

Diagramme de surface de TANINS et TEMPS; CONCENTRATION
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w

Graphique de contour de TANINS et TEMPS; CONCENTRATION
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TEMPS

80 B

CONCENTRATION

Figure 27: surface de réponse du taux des tanins de pissenlit en fonction de la
concentration du solvant et le temps de macération. A : diagramme de surface ; B : graphique
de contour.

Selon la figure 27 les valeurs optimales du taux tanins se situent dans la zone verte foncée
limitées par les points : Concentration du solvant ( 74-86%) et temps de macération ( 14-45
min) . La courbe de désirabilité permet de réaliser des simulations des condition opératoire a
fin de maximiser le taux des tanins . Le maximum de précision est obtenu pour une

désirabilité égale ou proche de 1 ( Figure 28).
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Figure 28 : optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération pour

I’extraction des tanins de pissenlit en fonction de la désirabilité 1

La prédiction des conditions optimales sont : concentration du solvant (79,79%) et temps
de macération (29,69 min). (Tableau 07)

points

Taux de tanins max

(mg EAT/g d’extrait sec)

(79,79% ; 29,

69min)

7,5843

5. Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins de pissenlit :

Les teneurs des polyphénols totaux, flavonoides et tanins de pissenlit sont illustrées

dans la Figure 29.
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Figure 29

pissenlit

: Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins des feuilles fraiches de
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Les résultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols totaux , en flvonoides et en
tanins sont :13,6311 mg EAG/g de matiere sec , 10,8377 mg EQ/g et 7.5843 mg EATI/Q)
respectivement.

6. Discussion
6.1. Teneurs en polyphénols totaux :

Les extraits de pissenlit ont révélé une quantité considérable de polyphénols totaux
équivalent a 13,6311 mg EAG /g. En comparant notre résultat avec d’autre travaux du méme
contexte on trouve que notre valeur est supérieure a celle de Jingwen et al. (2021) et de
Aremu et al. (2019) qui ont rapporté que les teneurs en polyphénols totaux de pissenlit sont
(8,93 +£0,3d mg EAG /g ;4,35 +£0.15 mg EAG /g) respectivement, et inferieure de celle de
Akhtar et al 2022 sui ont trouvéune teneur de polyphénols totaux des extraits
méthanoliques de pissenlit égale a 178,27 + 17,17 mg EAG /g,

En outre, Aabideen et al. (2020) qui ont fait une extraction assisté par ultrasons des extraits
hydro-ehanolique de taraxacum officinale ont trouvé une teneur de 69.42 mg EAG /g.
De méme, une étude fait par Apure et al. (2022) a enregistré un taux de polyphénols totaux
presque équivalent a notre résultat ~ 13,15+ 0.81 mg EAG /g.

6.2. Teneurs en flavonoides :

Les résultats de notre étude ont indiqué un taux maximal de teneur en flavonoides estimé
de 10,8377 mg EQ/qg.

D’apres I’étude de Carrasco et al. (2015) qui a analysé des extraits des différents parties de
pissenlit par HPLC, une grande variation des composes phénoliques a été détecté dont les
flavonoides les plus courants sont les 7-O-glycosides de I'apigénine et de la lutéoline. Leur
concentration varie entre les feuilles et les racines, les extraits des feuilles contient une
quantité plus élevée : 28.32 mg/g d’extrait sec. Celle-ci est supérieure au taux qu’on a obtenu.
Dans le travail de Jingwen et al. (2021) les racines de pissenlit ont été extrait par différents
solvants I’eau distillé, le méthanol, I’éthanol, le n-hexane et ’acétate d’éthyle. Les teneurs en
flavonoides totaux étaient de : 2,57+0.06 ; 5.31+£0.18 ; 10.03+0.24 ; 8.53+0.04 et 7.90+0.27
(mg/g) respectivement. Ces valeurs sont inferieures a celle obtenue dans notre étude.

Les teneurs en flavonoides enregistrées par Aremu et al. (2019) et Akhtar et al. (2022) sont
de est 23,2 mg EQ/g et 18,50 +1,64 mg EQ/g.

6.3 Teneurs en tanins

Plusieurs études ont montré que les tanins entre dans la composition chimique du pissenlit

Akhtar et al. (2022) et Marcus et al. (2019).
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Par contre I’étude de kassimi et al. (2013) a indiqué I’absence des tanins dans I’extrait de
Taraxacum officinale.
La teneur maximale qu’on a obtenu est de 7.584 mg EAT/g d’extrait sec ce résultat est
relativement faible par rapport a ce enregistré par Ciucure et al. (2016) qui ont trouvé des
quantités allant de 4.4549 g / 100 g to 89.5833 g / 100g.
Cette variabilité entre les taux maximaux des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tanins de notre plante et les résultats des autres études qui ont été réalisées
dans ce contexte pourrait étre due a la méthode d’extraction (directe ou successive), les
différents types de solvants d’extraction utilisés, a la nature de la matiére végétale ou a des
facteurs intrinseques tels que le climat et la nature du sol et la saison de récolte des
échantillons (Kouamé et al., 2021).

7. Modélisation et optimisation de I’activité antioxydante des composés phénoliques

de pissenlit par la méthode DPPH

La matrice des essais du plan composite centré et les réponses obtenues sont mentionnées
dans le tableau 08

Tableau 08 : Matrice d’essais du plan composite centré pour 1’évaluation de 1’activité

antioxydante des composés phenoliques de pissenlit

N° Niveaux du  facteur | Niveaux du facteur Valeurs
d’essai | concentration du solvant | Temps de macération ICso (Mg/ml)
1 0 0 0,136277

2 -1 1 0,250000

3 -1 -1 0,110000

4 0 0 0,111000

5 1 -1 0,113000

6 1 1 0,360000

7 0 0 0,160000

8 -1,414 0 0,120000

9 0 0 0,125000

10 1,414 0 0,109000

11 0 -1,414 0,113000

12 0 0 0,119000

13 0 1,414 0,132000
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L'analyse de variance partitionne la variabilité des valeurs d’IC50 pour chacun des effets.
Le modele de régression obtenu est significatif (P = 0,001) et présent un R? de 78.55%.
L’équation polynomiale quadratique pour la réponse de I’activité antioxydante est :

Activité antioxydante = 1,199 — 0,0343 CONCENTRATION + 0,00761 TEMPS +
0,000263 CONCENTRATION*CONCENTRATION + 0,000001 TEMPS*TEMPS -
0,000103 CONCENTRATION*TEMPS

L'analyse de variance montre que les effets du terme linéaire de la concentration du
solvant (A) et I’effet du terme quadratique de la concentration du solvant (AA) ont des effets
significatifs (P< 0,05).

Les effets de I’interaction a deux facteurs AB, I’effet du terme quadratique BB et I’effet
linéaire du facteur temps de macération (B) ne sont pas significative pour ce modele
(P>0.05).

Le diagramme de Pareto (Figure 30) démontre que I’effet de la concentration du solvant
et le terme quadratique de la concentration du solvant ont I’effet le plus important sur

’activité antioxydante des composés phénolique du pissenlit.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = activité antioxydante; a = 0,05)

Taerren 2,365
H A concentrationdu
A solvant
B :temps de macération
b AA carrédela

concantration du s olvant
Al

BE : carrs du temps de

macaration

ARB :intsraction entrala

i
i
:
:
:
:
BE ! concantration du s obvant
i
1
1

ztlztamps dz

1 S
g s 2 A maceration

Effet normalisé

Figure 30 : Diagramme de Pareto des effets (linéaires, quadratiques et interactif)
normalisés (p=0,05) des conditions d’évaluation de I’activité antioxydante.

Le diagramme de surface de réponse et le graphique de contour qui illustrent I’évolution
de la réponse (activité antioxydante) en fonction des niveaux des deux facteurs (concentration

de solvant et temps de macération) sont illustrées dans la (Figure 31)
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Figure 31 : Surface de réponse de I’activité antioxydante en fonction de la concentration
du solvant et le temps de macération. A : diagramme de surface ; B : graphique de contour.

Selon la figure 31 les valeurs minimales de I’'IC50 se situent dans la zone bleu limitée
par les points : Concentration du solvant (62-75 %) et temps de macération (10-30 min). La
courbe de désirabilité permet de réaliser des simulations des conditions opératoires a fin de
minimiser la valeur d’IC50. Le minimum de précision est obtenu pour une désirabilité égale

ou proche de 1 (Figure 32).
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Figure 32 : Optimisation de la concentration du solvant et du temps de macération pour

I’évaluation de I’activité antioxydante.

La prédiction des conditions minimales sont : concentration du solvant (67.27%) et

temps de macération (10 min). (Tableau 09)

Points

Valeur d’IC50 (mg/ml)

(67.27%, 10min)

0.0892

8. Discussion

Les résultats de I’activité antioxydante sont exprimés par la valeur d’IC50 (mg/ml) cette

valeur a été comparé avec les IC50 des antioxydants de référence BHT et BHA mentionnés

dans le tableau 10.

Tableau 10 : les valeurs d’IC50 de pissenlit, BHA et BHT

Les valeurs d’IC50 (mg/ml

Extrait de pissenlit 0.08922
BHA 0.092
BHT 0.12

L’analyse Anova montre qu’il n ya aucune différence significative (P>0.05) entre I'IC50

de I’extrait de pissenlit et les antioxydants de référence (BHA et BHT) .D'aprés ces résultats,
il est clair que notre échantillon présente une forte activité antioxydante.
Une étude faite par Carrasco et al. (2015) indiquent que les feuilles de pissenlit ont une

activité antioxydante forte par rapport aux racines avec des 1C50 de (1.9 pg/mL et 12.6
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pg/mL) respectivement. Cependant, Akhtar et al. (2022) ont effectué un test DPPH pour
évaluer I’activité antioxydante en utilisant trois solvants : méthanol, acétone et le n-hexane.
Les résultats ont révelé que tous les extraits possédent un potentiel antioxydant
significatif avec des IC50 suivant : extrait méthanolique (32.80 pg/ml) > extrait acétone
(42.63 pg/ml) > extrait n-hexane (60 pg/ml). Toutes ces valeurs rapportées sont supérieures a
celle obtenue dans notre étude (0.0892 mg/ml).
En outre, Aabideen et al. (2020) ont trouvé une forte activité antioxyadante des feuilles de
Taraxacum officinale. Ce pouvoir antioxydant est li¢ a la forte teneur en composés
phénoliques de cette plante. Egalement, ils ont rapporté une 1C50 de 0.091 (mg/ml). Ce
résultat est inferieur & ce obtenu dans notre travail.
Plusieurs études sur les Asteraceae ont rapporté une forte activité antioxydante, cette derniére
est liée essentiellement a la présence des taux élevés en polyphénols. Les composés
phénoliques sont bien connus comme de bons piégeurs des radicaux libres en raison de leur
capacité a donner des électrons (Xue et al,. 2017 ; Trinh et al., 2020).
De méme, Indradi et al. (2017) ont étudié la corrélation entre les teneurs totales en
flavonoides et en composés phénoliques et D’activité antioxydante de quatre plantes
Asteraceae. Les résultats obtenus ont montré une corréelation négative entres les composés
phénoliques et les 1C50. Par contre aucune corrélation significative n’a été signalée entre les
flavonoides totaux et I'IC50.
Le pouvoir antioxydant depend de la structure chimique des composés phénoliques. Les
flavonoides avec une substitution di-OH en C3 et C4 donnent les propriétés antioxydantes les
plus fortes suivi par ceux qui ont une double liaison C2 et C3 et une substitution -OH en C3.
Ces differences de potentiel antioxydant a piéger les radicaux libres pourraient étre dues a
I’espéce végétale et a leur richesse en divers composés bioactifs (Bamba et al., 2021), la
biodisponibilité des polyphénols, la variabilité des méthodes de détermination du pouvoir
antioxydant (DPPH, ABTS, FRAP), la concentration et le type de solvant utilisé pour avoir
I’extrait du plante et la concentration du DPPH (Diallo, 2019).
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Conclusion

L’objectif principal de cette étude est d’optimiser 1’éco-extraction des composés
phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) et 1’activité antioxydante des feuilles
de pissenlit Taraxacum officinale.

Un plan composite centré a deux facteurs (concentration de solvant et temps de
macération) a été utilis€é pour I'optimisation des teneurs des composés phénoliques et
’activité antioxydante de pissenlit Taraxacum officinale.

Les taux des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins de la plante ont été
déterminés par des méthodes spectrophotométriques et I’évaluation de I’activité antioxydante
a été réalisée par la méthode DPPH.

Les valeurs optimales obtenues pour les polyphénols totaux, flavonoides et tanins sont de
13,6311 mg EAG /g, 10, 8377 mg EQ/g, 7.584 mg EAT/g, respectivement. Une forte activité
antioxydante a été enregistrée avec un 1C50 de 0.0892 mg/ml.

Ces résultats pourraient servir comme donnés préliminaires a des analyses futures
concernant 1’optimisation des teneurs des composes phénoliques et leurs activités biologiques

Mais, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie pour :

o Elargir le cadre d'optimisation des conditions d'extraction des composés
phénoliques en utilisant d'autres méthodes d'extraction et des études d'effets sur
d'autres parties de la plante d'autres paramétres tels que : granulométrie, rapport
solide/liquide.

o Développer l'activité antioxydante in vitro et in vivo et pourquoi pas faire
d'autres tests biologiques : anti-tumoral, anticancéreux, anti-inflammatoire, anti-
diabétique, anti-coagulant, etc.

o Identifier les principes actifs responsables de ces activités pharmacologiques et

déterminer les conditions optimales d'extraction de ces principes actifs.
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