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L'acide syringique (AS), un composé phénolique souvent présent dans les fruits et les
I[égumes. Il montre un large éventail d'applications thérapeutiques dans la prévention du
diabete, maladies cardiovasculaires, cancer, cérébral ischémie ; ainsi l'acide syringique
posséde une activité antioxydante, antiseptique, antinitrosante, antimicrobienne, anti-
inflammatoires, antiendotoxique ...etc. De nos jours, les études portent sur 1’utilisation de
I'acide syringique comme alternatifs aux agents antimicrobiens, antinitrosantes, antioxydants
et anti-inflammatoires pour leur incorporation dans la formulation des produits alimentaires et
pharmaceutiques. Cependant, 1’utilisation de 1'acide syringique est généralement limitée en
raison de leur faible stabilité.

L’objectif de notre travail a été d’encapsuler l'acide syringique dans des molécules
cages, la p-cyclodextrine (5-CD) en vue de développer des systemes naturels et éco-
compatibles ayant des applications potentielles dans les domaines alimentaire et
pharmaceutique. Quatre axes ont été abordés. Le premier axe a porté sur le développement
des techniques modernes de ’extraction, ’isolément et 1’identification de 1’acide syringique
dans certains fruits et 1égumes cultivés dans la région de M'sila et Biskra (sources naturelles
d'AS), les trois variétés qui nous ont choisie sont : (la courge (Cucurbita moschata), le Radis
(Raphanus sativus L.) et la datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera). Le deuxiéme axe a porté
sur la préparation et la caractérisation des complexes d’inclusion f-CD/AS avec un rapport
(1 :1). Le troisieme axe a porté sur 1’évaluation de I’effet de la S-CD sur les trois extraits et
I’acide syringique. Le dernier axe a été orienté vers 1’étude des activités anti-oxydante et anti-
bactérienne des complexes d’inclusion des extraits (A, B et C) et I'AS libre et en complexe.
Les résultats montrent que la B-CD sont capables d’encapsuler les trois extraits (A, B et C) et
I’AS, augmenter leur stabilité. De plus, I’encapsulation a conservé les propriétés
antioxydantes et antibactériennes les trois extraits (A, B et C) de I’AS. Les résultats de cette
étude suggerent que les complexes d’inclusion des trois extraits (A, B et C) et I’AS avec la -
CD peuvent étre considérés comme outils prometteurs pour 1’optimisation des formulations

alimentaires et pharmaceutiques.

Mots Clés : Antioxidant, antinitrosant, acide syringique, S-cyclodextrin, acide phénolique,
complexe d’inclusion, extraction, stabilisation.
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Syringic acid (SA), a phenolic compound often found in fruits and vegetables. It
shows a wide range of therapeutic applications in the prevention of diabetes, cardiovascular
disease, cancer, cerebral ischemia; thus syringic acid has antioxidant activity, antiseptic,
antinitrosant, antimicrobial, anti-inflammatory, antiendotoxic, etc. Nowadays, studies focus
on the use of syringic acid as an alternative to antimicrobial, antinitrosant, antioxidant and
anti-inflammatory agents for their incorporation in the formulation of food and
pharmaceutical products. However, the use of syringic acid is generally limited due to their
poor stability.

The objective of our work was to encapsulate syringic acid in cage molecules, f-
cyclodextrin ($-CD) in order to develop natural and eco-compatible systems with potential
applications in the food and pharmaceutical fields. Four axes were addressed. The first axis
focused on the development of modern techniques for the extraction, isolation and
identification of syringic acid gives certain fruits and vegetables grown in the region of M'sila
and Biskra (natural sources of AS), the three varieties that we chose are: (the squash
(Cucurbita moschata), the Radish (Raphanus sativus L.) and the Deglet-Nour date (Phoenix
dactylifera). The second axis focused on the preparation and characterization of the f-CD/AS
inclusion complexes with a ratio (1:1). The third axis focused on the evaluation of the effect
of f-CD on the three extracts and , syringic acid. The last axis was oriented towards the study
of anti-oxidative and anti-bacterial inclusion complexes of the extracts (A, B and C) and the
free AS and in complex. The results show that the -CD are able to encapsulate the three
extracts (A, B and C) and AS, increase their stability. In addition, the encapsulation retains
the antioxidant and antibacterial properties of the three extracts (A, B and C) of SA. The
results of this study suggest that the inclusion complexes of the three extracts (A, B and C)
and AS with -CD can be considered as promising tools for the optimization of food and

pharmaceutical formulations.

Keywords: Antioxidant, antinitrosant, syringic acid, p-cyclodextrin, phenolic acid, inclusion
complex, extraction, stabilisation.
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AS: Acide syringique

AG: Acide Gallique
P-CD : p-Cyclodextrine

Cal : Calories
CCM : Chromatographie sur couche mince

DPPH : 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl
DMSO : Dimethyl sulfoxide

DO : densités optiques
EAG : Equivalent d’Acide Gallique

E. coli : Escherichia coli
ES : Extrait Sec
EGDb : Extrait de Ginkgo biloba

HHDP : Hexahydroxydiphénique
HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance
IR : Infra-Rouge

IRTF : infrarouge a transformée de Fourier

MO : Micro-Ondes
MH : Mueller- Hinton
pH : potential d’hydrogéne

PF : Point de Fusion

R : Rendement

S. aureus : Staphylococcus aureus

TEAC: Total Equivalent Antioxidant Capacty

UV : Ultra-Violet
US : Ultrasons

UFC : Unité formant colonie

VIl



Listes des tableux

Partie | : Etude Bibliographique

I.1  Composition de la courge dans 100g 14
I.2  Teneur en eau et en sucres de quelques variétés de dattes en % 18
.3 Eléments nutritifs de Raphanus sativus L 22
1.4 Principes actifs de Raphanus sativus L 23
1.5  Activités biologiques de Raphanus sativus L 23
I1.1  Principales classes des composés phénoliques 34
I1.2  Principaux dérivés de 1’acide hydroxybenzoique 36
1.3 Principaux acides hydroxycinnamiques 40
1.4  Différentes sous-classes des flavonoides 44
15 Activités pharmacologiques et biologiques de certaines classes de composés 49
' phénoliques
Partie Il : Expérimental
I.1  Dosage des polyphénols totaux 79
1.2 Caractéristiques des cyclodextrines naturelles 82
1.1 Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méthodes d’extraction a 91
' partir de la courge musquée Cucurbita moschata
1.2 Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méthodes d’extraction a 92
' partir de la Dates Deglet Nour Phoenix dactylifera
Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méthodes d’extraction a
1.3 . . . 93
partir de le Radis Raphanus sativus L.
1.4 Résultats du dosage des composés pheénoliques apres I'ajouté de réactif de Folin 95
Ciocalteu de I’extrait de la courge (Cucurbita moschata) (A)
1.5 Résultats du dosage des composés phénoliques apres l'ajouté de réactif de 96
FolinCiocalteu de I’extrait de la Datte (Phoenix dactylifera) (B)
1.6 Résultats du dosage des composés phénoliques apreés I'ajouté de réactif de Folin 9%
' Ciocalteu de I’extrait du radis (Raphanus sativus L.) (C)
Teneur en composes phénoliques totaux dans les extraits des substances (A,B et C)
1.7 . 98
(mg éq AG/g ES)
I1.8  De calcul des pourcentages d’inhibition (I en %) 104
1.9 Les résultats des tests antimicrobiens des extraits extraits (A, B et C) libres et la 106

fraction isolée AS libre et ses complexes d’inclusion


https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/117355

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
11.10
.11
.12
.13
.1

1.2
.3
.4
.5

Figure.l.1
Figure 1.2
Figure 1.3
Figure.l.4
Figure 1.5

Liste des figures

Partie | : Etude Bibliographique
Fruit de Courge(cucurbitamoschata)
Courge musquée en fleurs et Cucurbitamoschataen fruits

Courge en forme de poire (a) et courge en forme de potiron (b)

Différentes utilisations de la courge dans le domaine thérapeutique et biologique

Plante Phoenix dactylifera R (a) et datte entiere (a gaucha) et coupe longitudinale

(a droite)(b)

Plante de Radis (Raphanussativus L.) aspect des feuilles, des fleurs et des fruits

Stucture de base des polyphénols

Principales classe des polyphénols

Différentes sources naturelles d'acide syringique

Apercu de la voie de biosynthése de I'acide syringique chez les plantes
Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b)
Classification des tanins

Structure de tanins hydrolysables

Structure chimique des tannins condensés

Motif flavan (a) et flavon (b) et numérotation systématique
Structure générale des principales anthocyanidines
Proposition de réaction du radical X- avec l'acide syringique
Applications biomédicales de I'acide syringique
Applications industrielles des polyphénols

Schéma de I’extraction par macération

Représentation schématique d'un extracteur Soxhlet
Dispositifs a ultrasons: bac et sonde, respectivement
.Schéma de principe de micro-onde domestique et Dispositifs a microonde
Montage de I'extraction par liquide pressurisé
Partie Il : Expérimental
Protocole général de I'extraction, de I'identification et de la caractérisation

Extraction par macération

Extraction au Soxhlet (Montage de Soxhlet)

Extraction assistée par ultrason
Extraction assistée par micro-onde

21
33
35
37
39
40
41
41
42
43
46
48
50
51
62

63
64
64
65

72
76
77
77
78



Figure.l.6
Figure.l.7
Figure.l.8
Figure.l.9
Figure.1.10
Figure.l.11
Figure.ll.1
Figure.11.2
Figurell.3
Figurell.4
Figure.ll.5
Figure.11.6
Figure.l1.7
Figure.11.8
Figure.11.9
Figure.11.10
Figure.11.11
Figure.11.12
Figure.11.13
Figure.l1.14

Test positif de Folin

Représentation schématigue des CDs (a) Structure chimique et (b) Structure 3D
du CD (c) unité glycosidique

Structure tridimensionnelle des différentes cyclodextrines

Schéma général (3D) de la formation d’un complexe d’inclusion (1:1) entre une
molécule héte CD et une molécule invitée

Représentation (3D) des différentes stecechiométries des complexes d’inclusi
Réduction du radical DPPH par un antioxydant

Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de courge musquée
Cucurbita moschata (en pourcentage de poids frais)

Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de Dates Deglet Nour
Phoenix dactylifera (en pourcentage de poids frais)

Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de Radis Raphanus
sativus L. (en pourcentage de poids frais)

Courbe d'étalonnage de l'acide gallique

Histogramme illustrant le teneur en composés phénoliques totaux dans les
extraits des substances (A,B et C) (mg éq AG/g ES)

Résultats de test négatif des flavonoides

Résultats de test négatif des tanins

Résultats de test négatif de I’anthocyane

Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issu de
I’extrait (A) de la courge (Cucurbita moschata)

Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issues de
I’extrait (B) de la datte (Phoenix dactylifera)

Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issu de
I’extrait (C) du radis (Raphanus sativus L.)

Formation du complexe d’inclusion (AS :5-CD)

Pourcentage d’inhibition radical DPPH® par les extraits (A, B et C) libres et la
fraction isolée AS libre et ses complexes d’inclusion

Les Clso des extraits (A, B et C) libres et la fraction isolée AS libre et ses
complexes d’inclusion

Xl

79
81

82
83

83
86
91

92

93

97
98

99
99
100
101

102

102

103
105

105


https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/117355
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/117355

Table des matieres

REIMEICIEIMENT ...t et h bbb bbb e e Rt e b e e bt e b e st e be b et e e e e e neenenbeas I
[T [ or: Uot SRS SRTS ]
RESUMIG ...ttt h bbbt bbbt s Rt e Rt e bt e bt b e bbb et e Rt e bt e bt e b e et e nae bt \Y
ULl ettt ettt R et e R e e e Rt et e ettt e et et e re st ene e ne e VI
Y 0] 1 - T AR U RO P TPRRRSRRN VII
LiSte 08S @DIEVIALIONS ... e.vieeieie ettt ettt te et e e sre st enbesre e e e nte e neeenes VIl
I 0 [T 2 o] U OSSPSR IX
LSEE TES TIGUIES ..ot b bt b ettt b bt n e e n s X
INErOAUCTION GENETAIE.........eiiiiiiiieii ittt bbbttt e n e -1-

Partie | :Etude Bibliographique

Chapitre | : Données Botaniques

L INEFOAUCTION....e bbb bbb bbbt bbb e 10
[.1.Courge (Cucurbita MOSCNELA) .........ccuerviireieieieie et 10
1.1.1. Données botaniques sur la courge (Cucurbita moschata)............ccccvvvieiiievciieiie s, 11
1.1.2. Classification botanique et phylogénétique de la courge [10] : .....cooovvriireiirenniineree e 12
1.1.3. COMPOSItION CRIMIGUE ....c.viiiietiiiiesie ettt te et be e et e s be e e e sbeeteesbesaeeneenre e 12
1.1.3.1. Polyphénols et les acides polyphénoliQUES ............coeiiiiieiriiiesee e 12
1.1.3.2. Place des polyphénols dans [a COUMQE ... e 13
1.1.3.3. Différents types de POIYPhENOIS...........cviiiiiiii e e 13
L LA, UBHTISALION. ...tttk b bbbttt b b 14
1.2. Datte Deglet-Nour (PhoenixX dactylifera)...........ccccviviiiiiiiiii i 15
1.2.1. Données botaniques sur la datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera)...........c.ccocooevvinniinicnncnn 16
1.2.1.1. Systématique du pheenix dACtylIfEra L...........c.ccccoouiererieieiiaisiesie e 16
1.2.2. WVarTBES e GBS .....veueeiieeeee et bbbt b ettt 16
[.2.3. ClIASSITICALION. ...ttt 17
[.2.4. COMPOSItION DIOCNIMIGQUE ........oiiitiiiieiieie bbb 17
1.2.4.1. Composition biochimique de la partie comestible "Pulpe " : Constituants majeurs................. 17
2,408, BAU & oo e e 17
2 T TR T T =TSSR 17
1.2.5. Composition PRYTOCRIMIGUE .........oeeiiiiee ettt st sre e nee e 18
1.2.5.1. COMPOSES PRENOIIGUES. ....c.vveeeiiietisieiiete ettt bttt 18
1.2.5.2.1. Acides hydroXYDENZOTGUES ........oiuiiueeieieeiieie ettt st ettt seeere et sae e e e nee e 19
1.2.5.2.2. Acides hydroXYCINNAMIGUES .......ccueveiiieiitisiesie sttt sttt 19

D2 S T O 1 ] = o o PR 20



1.3. Radis (RAPNANUS SALIVUS L.) ...eeveiiiiiie ettt sttt ettt sne e sre e 20

L3, 1 PrESENTALION. ...ttt et bbbt b bbbttt b ettt et 20
1.3.2. Origine et répartition du Raphanus SAtiVUS L. .........cccccviieiiieeie i 20
1.3.2.1. Données botaniques sur leradis (Raphanus Sativus L.)........cccccevvvevriiiiniieieseeie e 21
1.3.2.2. Systématique de Raphanus SAIVUS L..........ccoiiiiiiiiiiiee e 21
1.3.3. Differentes Varietes du FAGIS .........c.ceoiiiiiiiiiieiee e 22
1.3.4. Valeur NUEFTIONNEIIE ........c.o i 22
1.3.4.1. Principes actifs de Raphanus SALIVUS L..........cccccvveviiiiiieie s 22
1.3.5. ACHIVIES DIOIOGIGUES ...ttt bbbttt 23
1.3.5.1. ACLIVItE ANTIOXYAANTE ....c.viiviiiiiiecee et te e sr e reesbesreeneenre e 23
1.3.5.2. Autres actiVites DIOIOGIGUES ........cueiiueiiiiiirieicie e 23
[.3.6. CONCIUSTON ... bbb bbbt b ettt e 24

Références Bibliographiques

Chapitre I11:Polyphénols & Acides Phénoliques, Structures et Propriété

I1. Composés Polyphénols & Acides PhENOIIGUES .........cc.ciieiieiiieecce ettt 33
[1.1. DEfinition et iMPOrtanCe PratiQUE ..........eviueirieirieisierieie ettt 33
I1.2. Principales classes de composés PhENOIIGUES..........ccoviiiiiie i 33
[1.3. Composés polyphénolique non flavonOidiQUES ...........cccerieiiriiiineee s 36
11.3.1. ACIAES PRENOIIGUES ......ceeviiieeiecteeee ettt et st be et e be s e et e be e st e sbeeteesbesaeeneenreens 36
I1.3.1.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Ce-Cu1) ©uviiiririiiiiiiiiirine e 36
1. 3.1.1.1. ACIE SYFINGIGUE (AS) .ecueiieiiie ittt st s be ettt sr e s te e sbeebeebesbeeneesre e 36
11.3.1.1.1.a. Activité antioxydante de I'acide SYriNQIQUE ..........ccceveiieieie e 37
11.3.1.1.1.b. Biosynthése de I acide SYTINZIQUE ......coeruirririirieieieisise st 38
I1.3.1.2. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (Ce-Ca) & .....coovvirveiriiiniiinieisicieseesee e 39
[1.3.2. Propriétés phySiCOCRIMIGUE. ........ocueiiiiiieiees bbb 40
1.4, AICOOIS PRENOIIGUES .....oveeiiiiie ettt et b e be e s beete e besbeenreste e 40
[1.5. Tanins ou POlyphénolS COMPIEXES. ........ciiuiiriiiiieisieieie et 40
I1L.5.1. Taning NYArolYSADIES ........coviiiiiiie ittt st ettt sre et et esre e sre e 41
[1.5.2. TANINS CONUBNSES ...ttt sttt ettt b bbbttt b ettt e b bbb b e ene s 42
11.6. Composés polyphénoliques flavonoidiqUES ..........cocveiiiiiicicseee e e 42
[1.6. L. FIAVONOTAES. ...ttt 42
11.6.1.1. Principes types des flaVONOTUES ..........coviiiiiiiiie et 43
11.6.1.1.a Anthocyanes oU anthoCYaNOSTAES ..........coeiiuirieriiieeie ettt st ee e 46
11.8. Rble et intérét des comMPOSES PRENOIIGUES ........cveveieiiiiiiieiiee e s 46
[1.8.1. ChEZ 185 VEGETAUX ......eveeiiiiiecee ittt ettt sttt st e ettt e et e e besbeets e besae et e sbeeneesbeersesbesaeenresteans 46

1.8.2. CNBZ 185 NUMAINS ..ottt ettt e e e e e e ettt e e e e e ea et eteeeeesa et eeeeeeeesetenneeeees 47



11.8.3. Activités biologiques des composés PhENOIIGUES ..........cvevveieieieeiece e 47
11.8.3.1. ACHIVItE @NtIOXYUANTE. .....c.viiiiiiiitiie ettt 47
[1.9. CONCIUSTON ...ttt bbbt bbbt bbbt 51
Références Bibliographiques

Chapitre 111 :Méthodes de I'extraction des composés phénoliques et Des acides phénoliques

III. Méthodes d’extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques des [égumes et les

TTUTES s 61
III.1. Techniques conventionnelles d’extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques 61
THLL.2. IMIBCETALION.......ccvieeiceie ettt r e 61
111.1.2. Extraction par reflux et par SOXNIEL ...........cocoviiiiiiiicc e 62
II1.1.3. Extraction par méthodes d’extraction conventionnelles SUCCESSIVES ........ovvrvrrereeiereenennenn 63
II1.2. Techniques vertes d’extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques................. 63
[11.2.1. Extraction assistée par UItraSoNS (US)........ccooiiiiiiiininiiei et 63
111.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (MO) ..o s 64
[11.2.3. EXtraction en phase SOIAE............coiiiiiiiii s 65
[11.2.4. Extraction aCCEIErée Par SOIVANT..........ccciiiiiiiieree e 65
TT1.3. CONCIUSTON. ...t b bbbt b bt 66

Référence Bibliographique
Partie 2 : Partie Expérimentale
Chapitre | : Matériel et Méthodes

I. Extraction, dosage et évaluation de 1’activité biologique de la fraction isolée (Acide syringique)... 71

| MALEriel f METNOTES .......oviieieee bbbttt 73
1.1, Produits ChIMIGUES......ccui ettt ettt eete e be s ae et e s beeneesbeeteesbesbeeneenre e 73
L1, MALEFIEI VEGETAL ... bbbttt et 73
L. L2, APPAIEIIS .ttt b ettt bttt n e 73
[.2.MELNOAE A’ANALYSE ....veveeeieiieiieiieie ettt sttt ettt sttt et e e neebe e s e be st et e e e ens 74
[.2.1. ChromatOgrapiS ......c.eciiiiieiiitiiete bbbt 74
1.2.2. Spectroscopie ultraviolet-visible (UV-VISIDIE) .........cccoviiiiiiiiii e 74
1.2.3. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) ... 74
1.2.4. POINE A8 FUSION (PF) .ottt sttt s be e te et e s ae e b e s te et esbeeteesbesneeneesre e 75
[.4.REACteUr desS UIIaSONS (US) ......ciiiriiiieiiieiiieisieis ettt 75
L5, DIVEIS ...ttt h ettt 75
1.5.1. Programme Chem Draw UIa ..........ooooiiiiiii s 75

L.6. Optimisation des paramétres d’extraction des acides phénoliques & (fractionnement et isolement
4 IS R T e 1S G w1 ey o | 1<) O OO U TP P PR PP TP PPROTPP 75

1.6.1. EXEraction Par MACETALION ..........coieiuerieieieeeeeiesie e st see e e se et re st seeste e e s eneesessesteseeseeneeneenes 76



1.6.2. EXIFACTION QU SOXNIBT ... eviiiiieeeeiie ettt ettt e ettt s ettt e s e et e s ettt e s ab et e s ssbeeeseasbeeessasraeeesabreeesaares 76

1.6.3. Extraction assistée par UItraSoN (US) ........ccouiiriiiiiiie e 77
1.6. 4.Extraction assistée par micro-0ndes (MO)........cciiiiiiiiiiie i 77
1.7. Dosage des COMPOSES PHENOIIGUES .....c..ecveeieiiecieite ittt st et sre e re e 78
1.7.1. Dosage des composes phénoliques par la méthode de Folin-Ciocalteu............c.ccoveviciieninnnnn 79
1.7.2. Dosage des flavonoides par la méthode d’ AlCla.........ccceviiiiiiiiiiiie e 79
1.8. Screening PRYIOCHIMIGUE.........coi it 80
1.8.1. RECNAICNE dES TANINS ... .cuviiiiiiitiitecte ettt ettt e 80
1.8.2. Recharche des anthOCYANES. ........ccoiiiriiiieiciere s 80
1.8. Etude de la stabilité de la fraction isolée (Acide syringique) par la Formation de complexe

A’ INCIUSION (AS/BF-CD) ..ttt b bbb b 81
1.8.1. Généralité sur les CyclodeXtring (CDS) .....covciiiiiiieiieiiiie ettt st sre e 81
1.8.2. Propriétés des CYCIOUBXIEINES .........cviieiiiieiiieieie ettt 82
1.8.3. Complexe d INCIUSION .......eiiiiiiiiiii ettt b e sb e s 83
1.8.4. APPHCALION TS €S ...ttt bbbttt 83
1.8.5. Formation de complexe d’inclusion (AS/F-CD) .......ccoceieiieiiniiniiiiii e 84

1.9. Etude de I’activité antioxydante et antibactérienne de la fraction isolée d’acide Syringique (AS),

Extrait (A), Extrait (B) et Extrait (C) libre et en COMPIEXE.......coviieiiiiiiececeecc e 84
1.9.1. ACLIVItES ANTIDACTEIIENNES .....eiviiiiiteieeiee ettt sa e enes 84
1.9.2. ACHIVItES ANTIOXYUANTE ....eoviiiiiieiieieee bbbttt 85
1.9.3. ANAIYSE STALISTIGUE ...c.veveciii ettt be e et e s be et esbeeteesbesaeeneenre e 86

Référence Bibliographique

Chpaitre 11 : Résultats et Discussion

[1. RESUIALS B AISCUSSION ...ttt bbbttt et e 90
II.1. Procédes d’extraction & le rendement d’eXtraCtion .........ceeivvueeiiieeiieesieesieeeseeseeesnieeesnreeeneeeens 90
I1.1.1. Etude comparative des techniques d’extraction des composés phénoliques ..............cc.cc.evnene.. 90
11.1.1.1. Détermination du reNEMENT .........ooeiiiiiiiiiieieiee et 90
11.2. Dosage des composés phénoliques par la méthode de Folin Ciocalteu............ccoccovveieiiinenenenn, 95
[1.2.1. Teneur en cOMPOSES PRENOIIGUES tOLAUX ......vevvviririiirieiieieieeie e 95
11.2.2. D0oSage des fFlaVONOIAES ........c..oiiiie ittt sre et sre e e 99
[1.3. Séparation, fractionnement et isolement des COMPOSES ........covvvevreriereriririeereess e 100
I1.3.1. Séparation de I’acide syringique par de différents SOIVants ............ccocveviriniiiniennscnenee 100
11.4. Etude de la stabilité de la polyphénol et la fraction isolée (Acide syringique) par la formation de
complexe d’INCIUSiOn (AS I S-CD) ..ot 102
11.4.1. Formation du complexe d’inclusion (AS : f-CD) 1 i1 ...coiiiiiiiiiiieieeeese e 102

I1.5. Résultats des testS DIOIOGIGUES. ........covirieieieieice e 103



1.5, 1. ACHIVITE aNtIOXYAANTE .. .cviiiieieiti ettt e b e te et s e e b e ste e e e sreanes
[1.5.1.1. EXPreSSion deS FESUITALS ..........ceivetirieiieierieie et 103
IL.5.1.1.a. Calcul des pourcentages d INhiDitioN..........cceouiiiiieiiiieie e 103
11.5.2. ACLIVIte antiMICIODIENNE : .......viiiiiiiii e 106
F1.6. CONCIUSION ...t b bbbttt b e nn e n e 107

Références Bibliographiques

Conclusion générale



Introduction Géneérale .



Introduction Générale

s polyphénols sont les bons antioxydants présents dans les fruits et
Iégumes. Parmi les polyphénols (flavonoides, stilbénes, lignanes, tanins, coumarines et acides
phénoliques), les acides phénoliques sont des constituants majeurs du regne végétal, qui
partage des caractéristiques structurelles similaires ainsi que des groupes fonctionnels [1].

Le potentiel antioxydant des composés naturels confere ses activités thérapeutiques pour
une grande variété de maladies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, les
maladies du foie, le diabéte et les troubles neurodégénératifs [2-5]. Il y a eu un intérét public
et scientifique accru pour I'utilisation d'antioxydants naturels au lieu d'agents synthétiques [6-
8]. La diversité structurale des antioxydants confére certaines propriétés telles que les agents
réducteurs, les chélateurs de métaux, les piégeurs de radicaux libres, les modulateurs
enzymatiques et les régulateurs de diverses protéines et facteurs de transcription [9].

L'acide syringique est présent dans de nombreux fruits et/ou légumes tel que : les olives,
les dattes, les citrouilles, le miel et certaines épices [10], le palmier acai [11]. On le trouve a
de plus fortes concentrations dans les baies bleues comme les myrtilles ou les raisins rouges
[12] et d'autres plantes.

Ces légumes et fruits que nous avons choisis sont trés riches en acides phénoliques en
particulier I’acide syringique. La courge (Cucurbita moschata) posséde plusieurs propriétés
physiologiques bénéfiques ; d'une activitt immunologique et dautres activites
pharmacologiques telles que les propriétés protectrices du foie, anti-cancérigenes, anti-
microbiennes, anti-oxydantes et anti-inflammatoires [13].

Le radis (Raphanus sativus. L.) est un legume tres facile et rapide a cultiver, par le biais

duquel on initie souvent les enfants au jardinage. Connu pour ses courtes périodes de

(1]
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plantation [14]. La partie la plus consommée est la racine. Les racines gonflées et les feuilles
vertes sont consommées de différentes facons : cuites, crues, marinées et séchées [15,16]. Le
radis (Raphanus sativus. L.) est riche en fibres, le radis facilite le transit intestinal. Comme les
autres légumes cruciferes, le radis contribue a la prévention du cancer, notamment de
I'estomac et du colon [16], et aussi utilisé comme anti-diabétiques [17]. Appliques comme
cataplasme sur les articulations douloureuses, ils augmentent le flux sanguin dans la zone
irritée, favorisant ainsi 1’évacuation des toxines [17].

La datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) est le fruit du palmier dattier, produit dans les
régions sahariens et considérés comme un aliment de grande importance pour la population
habitant ces régions [18-20]. La variété Deglet Nour pour sa haute qualité nutritionnelle et son
appréciation a travers le monde est la plus commercialisée a 1’échelle nationale et
internationale.

L'acide syringique présente des propriétés utiles dans le domaine pharmaceutiques telles
gu'antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire, anticancéreux et antidiabétique [21].
Parallelement a I'utilisation clinique, il a une plus grande importance dans le domaine
industriel. Le présent mémoire met a jour les propriétés thérapeutiques de I'acide syringique et
fournit ses sources, sa chimie, sa biosynthése, son mécanisme d'action moléculaire dans
diverses maladies.

L’extraction de 1’acide syringique consiste a séparer les composés phytochimiques d’un
organisme végétal a 1’aide de solvants sélectifs et selon des procédures standards [22],
L'extraction des produits naturels remontent aux civilisations antiques. Aujourd'hui, il n'existe
pas un seul processus de production dans les industries pharmaceutiques de I'alimentation, de
la pharmacie, des cosmétiques et de la synthése organique qui ne fassent pas appel a des
procédés d'extraction [23].

D’apres la littérature, il existe beaucoup de travaux basés sur les techniques de
I’extraction solide-liquide et de I’indentification ont été développées ces derniéres années,
nous citons parmi les techniques qui ont été figuré : ’extraction conventionnelle par solvant
(Macération classique) [24], sonication [25], I’extraction accélérée par solvants [26,27],
I’extraction assistée par ultrasons [28,29], 1’extraction conventionnelle par reflux et par
Soxhlet [30,31], I’extraction assistée par micro-ondes comme source de chauffage de la
solution solvant-matrice [32,33], I’extraction par fluide pressurisé [34] I'extraction par eau
sous-critique [35], I’extraction par CO2 supercritique [36] et I’extraction assistée par champ
électrique pulsé [37] étaient I'extraction sans et/ou a faible ce sornt des méthodes moins

coutelix et respectueux de I'environnement, une efficacité élevée pendant 1’extraction, réduire
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le temps et un rendement acceptable [38]. Certains auteurs se sont intéressés aux méthodes
d’extraction par des techniques dites conventionnelles et non conventionnelles basées sur des
nouvelles technologies d’extraction dites vertes. Ces techniques sont utilisées pour intensifier
I'opération d'extraction et améliorer le rendement.

Les objectifs exposés le choix des méthodes de 1’extraction et de I’isolement de 1’acide
syringique, afin de choisir le meilleur procédé qui rend 1’extraction plus efficace, au moindre
codt, au moindre risque, et avec de bons rendements. Cependant, les acides phénoliques en
pariculier I’acide syringique (AS) souffrent d’une trés faible solubilité dans la phase aqueuse ;
de plus, ce composé est oxydable et sensible aux agressions du milieu extérieur tel que : (la
lumiére, le pH, la température, la nature de solvant, la présence d’enzyme, d’ions
métalliques...etc.) ce qui rend leur utilisation difficile et limité pour cette raison, nous avons
¢tudié la stabilité par I’ajout d'un stabilisant.

Parmi les stabilisants qui existent d’aprés la littérature, nous avons choisi la f-
cyclodexterine (f-CD), c’est une de molécule naturelle, hydrosoluble [39], biocompatible
[40], biodégradable [41] et non toxique permettant ainsi leurs utilisations dans des domaines
allant de la pharmaceutique [42] a la médecine [43] et I'agriculture [44]. La p-CD est déja
largement utilisée dans le milieu pharmaceutique, principalement comme adjuvant de
solubilisation pour augmenter la stabilité améliorée et/ou la solubilité [45,46] ensuite elle peut
protéger de la photodégradation de certains principes actifs [47].

Ce travail s’articule sur deux grandes parties : Nous aborderons dans la premiere partie
une étude bibliographique qui est subdivisée en trois chapitres : Nous présentons dans le
premier chapitre une description botanique, et phytochimique de la courge (Cucurbita
moschata), la datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) et le Radis (Raphanus sativus L.), ainsi
que les données justifiant le choix porté a 1’étude de ces légumes et fruits. Le deuxiéme
chapitre comporte un bref apercu sur 1’étude bibliographique : polyphénols et acides
phénoliques, structures et propriétés. Dans le troisieme chapitre, nous présentons une étude
bibliographique sur les méthodes de I'extraction des composés phénoliques et les acides
phénoliques. La deuxieme partie est consacrée aux résultats expérimentaux et a I’exposition
de I’ensemble des discussions. Elle sera subdivisée en deux chapitres : Le premier chapitre,
regroupe les méthodes de 1’extraction et/ou 1’isolement, le dosage des composés phénoliques
et la formation de complexe d’inclusion entre la fraction isolée 1’acide syringique (AS/f-CD)
& 1’étude de la stabilité de la fraction isolée (AS) et I’é¢tude de I’activité antioxydante et
antibactérienne de I’acide syringique et leur complexe. A la fin du travail, une discussion

générale confronte les résultats obtenus avec ceux de la littérature envisageable du procédé
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proposé sont rassemblées dans le deuxieme chapitre. Nous terminerons par une conclusion a

ce travail.
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Nous présentons dans ce chapitre une description botanique, et phytochimique de la
courge (Cucurbita moschata), la datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) et le Radis
(Raphanus sativus L.).

I. Introduction

Dans la communauté scientifique, certains légumes et fruits, ont suscité ces dernieres
décennies un intérét croissant en raison de leurs précieuses propriétés biologiques. Ce sont des
composés chimiques ayant une activité pharmacologique et thérapeutique. Ils sont
généralement utilisés dans la découverte et la conception de meédicaments. Les données
disponibles indiquent que ces légumes et fruits ont des effets bénéfiques sur la santé humaine,
notamment en ce qui concerne leur activité biologique.

Parmi les légumes et fruits associés a cet effet protecteur, les courges musquée
(Cucurbita Moschata), les dattes Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) et les radis (Raphanus
sativusL) jouent un réle important, elles sont une source de plusieurs molécules fonctionnelles
et contiennent des substances dotées d’activités anti-oxydantes [1], anti-bactériennes[2] et
anti-inflammatoires [3]...etc., qui protégent I’organisme des maladies dégénératives, pouvant
réduire le risque de certains cancers et renforcent les défenses immunitaires... etc.

I.1.Courge (Cucurbita Moschata)

La courge est un fruit issu d’une plante herbacée, annuelle a longue tige trés vigoureuse,
rampante, qui s’accroche par des vrilles ramifiées a tout support. Ses feuilles sont grandes,
cordiformes, a nervation palmée, formant cing lobes arrondis avec de grandes fleurs (5 a 10
cm) pentaméres, unisexuées, de couleur jaunepale [4]. Le fruit est une grosse baie
volumineuse avec une chaire épaisse de couleur jaune orangé [5], renfermant de nombreuses
graines dans une pulpe spongieuse. Les recherches actuelles ont montré que la courge est une
bonne source d’antioxydants naturels et efficaces tels que les polyphénols (acides
phénoliques, flavonoides, etc.), vitamines et caroténoides, pouvant intervenir dans le bon
maintien de la santé grace a leurs propriétés anti-inflammatoires, anticancérigénes et
antimutagénes [3].

La présence de nombreuses variétés et especes du genre Cucurbita, nous a conduits a
choisir une variété d’espéce (Cucurbita moschata), pour réaliser cette presente étude.
(Figure.l.1).
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Figure I. 1. Fruit de Courge (cucurbita moschata)

I.1.1. Donnees botaniques sur la courge (Cucurbita moschata) (qui a fait I'objet de cette
étude)

La courge musquée (Cucurbita moschata) appartient a la famille des cucurbitacées, sous-
famille des Cucurbitoideae, tribu des Cucurbiteae [6]. Elle comporte 12 a 14 espéces, toutes
originaires d’Amérique du nord (sud des Etats Unis), du Sud d’Amérique centrale et de
I'’Amérique du Sud (Nord, Pérou et du Mexique) [7]. Elle est largement cultivée dans tous les
pays chauds et tempérés. C'est un genre d'une assez grande importance économique,
Cucurbitamoschata comprend en effet la plupart des especes cultivées sous le nom de courge
[8], il s’élargit nettement au contact du fruit. Le fruit est souvent aplati et cotelé, ou bien
cylindrique et allongé. Ce sont, en général, des variétés coureuses. Les feuilles sont vertes
marbrées de blanc, entieres ou avec des lobes peu prononcés et présentent des zones

décolorées argentées sur les nervures, ce qui les protégent contre le soleil.

Figure 1. 2. Courge musquée en fleurs et Cucurbita moschataen fruits

Ce groupe est subdivisé en deux catégories :

e Les courges en forme de poire plus au moins allongées jusqu’a un metre de long
(Butternut). Les graines se trouvent dans la partie renflée ;

e Les courges en forme de potiron, trés cotelées et 1égerement aplaties, dont la chair est

d’une couleur orange saturée (courge musquee) [9].

In/
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Figure 1. 3. Courge en forme de poire (A) et Courge en forme de potiron (B)

1.1.2. Classification botanique et phylogenétique de la courge [10] :
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Violales
Famille : Cucurbitaceae
Sous famille : Cucurbitoideae
Tribu : Cucurbiteae
Genre : Cucurbita
Nom binominal : Cucurbita moschata
Pour distinguer entre les especes des courges, des critéres d’identification ont été établis,
voir la forme et la couleur des feuilles, pédoncule et graines (nombre et couleur) [11].
Certaines espéces de courges sont identifiées et cultivées en Algérie en se basant sur les
criteres (pédoncule, feuille et graines). En plus, leur culture est favorisée par les conditions

climatiques et la nature des sols.

1.1.3. Composition chimique

L’utilisation des solvants a polarité différente, suivie par des étapes de fractionnements et
I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent d’extraire, séparer et
identifier les différents composés présents dans les extraits de légume. De nombreuses études
chimiques ont révélé que le fruit de Cucurbita moschata est riche en métabolites secondaires

tels que les polyphénols, les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, ...etc.

1.1.3.1. Polyphénols et les acides polyphénoliques
Les légumes sont connus pour produire un grand nombre de composés a faible poids
moléculaire dont la structure ne fut que récemment déterminée ; et ceci malgré leur

exploitation et leur utilisation ancestrale, comme médicaments ou aliments [12]. Parmi ces

In/
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molécules, on a les polyphénols et acides phénoliques, qui sont un groupe de composes
phytochimiques, présents en grande quantité dans les fruits, les légumes et les produits
végétaux naturels [13]. L’expression est utilisée pour toute substance chimique possédant
dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (OH)
[14,15].

1.1.3.2. Place des polyphénols dans la courge

Jusqu'a présent, la plupart des études réalisées sur la courge ont été consacrées a l'analyse
des caroténoides, qui sont responsables de la couleur de ce fruit, mais peu de recherches ont
été menées sur le profil phénolique. Plusieurs auteurs ont rapporté que la courge est une
source trés riche en polyphénols [14-19]. Parmi ces composées, les acides
hydroxycinnamiques (acide trans-ferulique et trans-sinapique) et les flavonoides (quercétine,
lutéoline et apigénine sous leurs formes glycosides) sont les plus représentés [15,19]. Le
contenu en polyphénols varie selon la variété et la maturité du fruit. Le taux des flavonoides
varie de 1 a 852 mg/kg dans les différents types de courge en fonction des facteurs génétiques

de la plante et des conditions environnementales [20].

1.1.3.3. Différents types de polyphénols

Il existe plusieurs des composés phénoliques répertoriés en différentes classes dont les
plus représentatives sont celles des acides phénoliques et des flavonoides [21].
e Acides phénoliques

Les acides phénoliques les plus courants ne sont pas présents dans les courges a I'état
libre tel que ’acide gallique, mais plutot sous forme d'esters libre comme I’acide syringiqueet
sous forme lie au glucose (acide quiniq ue) [13,22]. L'acide caféique est I'acide phénolique le
plus abondant et existe principalement sous forme d'ester quinique (acide chlorogénique) que
I'on retrouve principalement dans les myrtilles, les courges, les kiwis, les prunes, les pommes
et le café [23-25].
o Stilbenes

Les stilbenes sont synthétisés par l'addition de 1 a 3 molécules de malonyl-CoA aux
acides cinnamiques, qui dérivent de la voie de biosynthése des phénylpropanes. La forme
monomérestilbéne est, par définition, le 1,2-diphenylethene. Les stilbénes, quant a eux,
représentent les dérivés hydroxylés ou autres du stilbéne et sont frequemment retrouvés dans
les plantes. Le regroupement des stilbénes avec les bibenzyles, qui ont aussi un squelette C6-
C2-C6, forme la famille des stilbénoides [13], [26,27].
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e Lignanes

Ces composés de haut poids moléculaire contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémi-cellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (Co-polymérisation) de trois alcools
phénylpropéniques [28]. Leur synthése est contr6lée enzymatiqguement et donne des
différentes liaisons entre les carbones des chaines propane. Lorsque les unités phénylpropane
sont liees par des liaisons C-C au niveau des positions 8 et 8', le composé est considéré
comme unelignane, alors que si ces derniers sont liés autrement que par les liaisons C-C 8- 8,
il s'agit d’un néolignane [29]. Ainsi, on trouve des néolignanes.etc [29,30]. Le tableau.l.l.
Représente la composition de la courge.

Tableau I-1. Composition de la courge dans 100g [34]

Composition Quantité
Eau (g) 91,5
Protéines (g) 1
Lipides Traces
Glucides totaux (Q) 6,5
Cendres (g) 0,8
Energie (kcal) 25

1.1.4. Utilisation

Les courges sont consommeées généralement cuites a 1I’exception des vraies courges
(Cucurbita moschata) qui peuvent étre ingérées crues, leurs graines (roties ou salées) et fleurs
sont également comestibles. Dans toutes les anciennes civilisations, avant I’emploi de la
poterie, les courges sont utilisées pour la fabrication des vases, récipients et cuilleres ainsi
pour les instruments de musique [9]. Dans le domaine agroalimentaire, de nombreux produits
et préparations a base de courge sont commercialisés tels que les confitures, sirops et gelées et

aussi utilisées comme additif dans divers produits destinés pour notre alimentation [31-33].

Sur le plan thérapeutique, plusieurs études ont montré que la courge présente de
nombreuses propriétés biologiques : activité anti-diabétique, anti-oxydante, anti-bactérienne,
anti-inflammatoires,  anantihypertensive,  anti-tumorale,  immunomodulation,  anti-

hypocholestérolémiante, et activité anti-parasitaire intestinale [1-3], [35-36].
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Anti-

hypocholestérolémiant Anti-parasitaire

Immunomodulati

Figure 1.4. Différentes utilisations de la courge dans le domaine thérapeutique et
biologique
1.2. Datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera)

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera par Linné en 1934. Phoenixdeérivé
de phoinix, nom du dattier chez les grecs de l'antiquité qui le considéraient commearbre des
phéniciens ; dactyliferavient du latin dactylus, dérivant du grec dactylos, signifiantdoigt (en
raison de la forme du fruit), associé au mot latin fero, porté, en référence aux fruits.

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie de forme allongée, oblongue ou arrondie.
Elle est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entouré de chair. La partie
comestible dite chair ou pulpe est constituée de :

e Un péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau ;

e Un mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et
decouleur soutenue ;

e Un endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane par
cheminée entourant le noyau [37] (Figure.l.5).

Les dimensions de la datte sont trés variables, de 2 a 8cm de longueur et d’un poids de 2
a 8 grammes selon les variétés. Sa couleur va de blanc jaunatre au noir passant par les

couleurs ambre, rouges, brunes plus en moins foncées [38].
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Figure 1. 5. Plante Phoenix dactylifera L. (a) et datte entiere (a gauche) et coupe
longitudinale (a droite) (b)

1.2.1. Données botaniques sur la datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera)

La plante Phoenix dactylifera L. fait partie de la classe des Monocotylédones, d'une
famille de plantes tropicales (Palmoeou Arecaceae), la mieux connue sur le plan
systématique. Elle est représentée par 200 genres et 2700 espéces réparties en six
sousfamilles. La sous famille des Coryphoidées [39].
1.2.1.1. Systématique du pheenix dactyliféra L

La place du palmier dattier dans le regne végétal est rappelée ci-dessous [38] [40,41] :
Groupe : Spadiciflores
Embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Ordre : Palmale
Famille : Palmacées
Sous famille : Coryphoidées
Tribu : Phoenicées
Genre : Phoenix
Espece : Phoenix dactyliféra L.

1.2.2. Variétes de dattes
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Les variétés de dattes sont tres nombreuses, seulement quelques-unes ont une importance
commerciale. Elles se différencient par la saveur, la consistance, la forme, la couleur, le poids

et les dimensions [38]. En Algérie, il existe plus de 940 cultivars de dattes [42].

1.2.3. Classification
La consistance de la datte est variable, ils sont répartis en trois catégories [37] :
e Les dattes molles : taux d’humidité supérieur ou égal a 30%, elles sont a base de

sucresinvertis (fructose, glucose) tel que Ghars...etc.
4

e Les dattes demi-molles : de 20 a 30% d’humidité, elles occupent une position
Intermédiaire a ’exception de la Deglet-Nour, datte a base de saccharose par excellence
[43].

e |es dattes seches : dures, avec moins de 20% d’humidité, riche en saccharose. Elles ont

unetexture farineuse telle que Meche-Degla, Degla Beida...... etc.

1.2.4. Composition biochimique
1.2.4.1. Composition biochimique de la partie comestible "Pulpe ™ : Constituants

majeurs

1.2.4.1.a. Eau :
La teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat. Elle
varie entre 8 et 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19 %[44]

(Tableau.1.2).

1.2.4.1.b. Sucres :
Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L’analyse des sucres de la datte

arévelee essentiellement trois types : saccharose, fructose et glucose [44,45]. Ceci n’exclut

ln/
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pas la présence d’autres sucres en faible proportiontels que : le galactose, la xylose et le
sorbitol [46,47]. Lateneur en sucres totaux est trés variable, elle dépend de la variété et du

climat. Elle varie entre70 et 90 % du poids de la matiéere séche (Tableau.l.2).

Tableau I- 2. Teneur en eau et en sucres de quelques variétés de dattes (en %)

Variété Consistance Teneur en eau | Sucres totaux”
Deglet-Nour Dattedemi-molle 22.60 71.37
Mech-Degla Datte seche 13.70 80.07

Ghars Datte molle 25.40 85.28

*Constituant par rapport a la matiére seche %

1.2.5. Composition phytochimique

Les métabolites secondaires font partie intégrante de l'intégrité structurelle et cellulaire
d'un fruit [48] et ont gagné en importance pour leur potentiel de prévention du cancer, de
prévention des maladies liées a I'alimentation et de minimisation des risques cardiovasculaires
associés. Les dattes au stade Tamr se composent d'un péricarpe trés fin contenant des
pigments, d'un mesocarpe épais incolore et d'un endocarpe fin entourant une seule graine. De
plus, les dattes sont une source de minéraux, notamment de potassium (864 mg/100 g), de
calcium (70,7 mg/100 g), de sodium (32,9 mg/100 g), de fer (0,3-6,03 mg/100 g), de zinc (0,5
mg/100 g) et magnésium (64,2 mg/100 g) [49,50]. Ces micronutriments sont essentiels pour
des fonctions physiologiques telles que la respiration (Na*), le fonctionnement du systéme
immunitaire (Zn) et la fatigue physique (Fe)[51]. Des analyses phytochimiques sur
Phoenixdactylifera ont révélé la présence de divers composés phytochimiques,
particulierement des acides phénoliques, des flavonoides, des tanins, des anthocyanes et des
caroténoides [52]. Les constituants actifs de la datte Phoenix dactylifera sont des composés
volatils (alcools, esters, aldéhydes, lactones, cétones et terpénoides) [53,54], des acides
phénoliques (dérivés d'acide cinnamique, acide caféique, acide vanillique protocatéchuique)
et des flavonoides (proanthocyanidines, glycosides de flavonoides et anthocyanes) [49]
[55,56]. Le chapitre suivant résume les trois principaux composés phytochimiques
caractérisés pour les dattes : les polyphénols, les caroténoides et les tanins.

1.2.5.1. Composés phénoliques

Les dattes sont une riche source de composes phénoliques qui varient selon les
différentes variétés. Ils présentent généralement une diminution des composés phénoliques
avec la maturation, mais une augmentation en réponse au stress comme les ecchymoses et les

infections fongiques [57]. Les cultivars de palmier dattier présentent des niveaux et des profils
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distincts des acides polyphénoliques tels que gallique,syringique protocatéchuique, p-
hydroxybenzoique, vanillique, caféique, syringique, p-coumarique, férulique, acide O-
coumarique, acide 3-caféoylquinique et acide 3-O-caféoylshikimique [58-60]. Les
polyphénols et les acides polyphénoliques caractéristiques des dattes sont en outre subdivisés

en deux classes primaires d'acides hydroxylbenzoiques et d'acides hydroxylcinnamiques.

1.2.5.2.1. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés directement de l'acide benzoique et les
variations structurelles sont le résultat d'hydroxylations et de méthoxylations du cycle
aromatique. Les acides hydroxybenzoiques les plus courants identifiés dans les dattes
comprennent les acides phydroxybenzoique, vanillique, syringique, protocatéchuique et
gallique. Les trois premiers acides sont des constituants de la lignine et on suppose
généralement que les plantes dépourvues de lignine sont dépourvues de ces acides [48]. Les
acides benzoiques sont souvent présents sous forme liée, ce qui les rend insolubles, car ils
sont souvent liés de maniére covalente a des composants structurels de la paroi cellulaire tels
que la lignine et la cellulose [61]. De plus, les acides hydroxybenzoiques constituent le plus
souvent des tanins hydrolysables ou des molécules simples en se combinant avec des sucres et
des acides organiques [58]. Les acides p-hydroxybenzoique et vanillique sont présents dans
de nombreux fruits et se retrouvent en simples combinaisons avec le glucose dans les fruits
rouges [62]. L'acide protocatéchuique a également été détecté dans les dattes ainsi queun
certain nombre de fruits rouges sous forme de glucosides [63,64].

1.2.5.2.2. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont dérives de I'acide cinnamique et sont présents sous
des formes combinées de quatre molécules de base : les acides p-coumarique, caféique,
férulique et sinapique. Les coumarines sont également dérivées des acides
hydroxycinnamiques.ll existe de nombreuses coumarines connues dans la nature, et ce sont
essentiellement des lactones dérivees d'acides O-hydroxycinnamiques par cyclisation et
cyclisation entre le groupe O-hydroxy et carboxyle[48].Les formes libres des acides
hydroxycinnamiques sont présentes dans les fruits, y compris les dattes[51],[65]et existent
sous la forme de deux types courants de dérivés solubles : une liaison ester entre le groupe
carboxylique de I'acide phénolique et le groupement (OH)d'un composé organique, comme
I'acide chlorogénique, ou une liaison avec les groupements phénoliques de la molécule

comme l'acide p-coumarique-O-glucoside.
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1.2.6. Utilisation

L'utilisation de dattes ou de concoctions de dattes dans I'application du traitement des
maladies et des troubles découle de I'utilisation traditionnelle. La consommation quotidienne
de 3 a 4 dattes est administrée pour augmenter la mémoire [66, 67]. Le café a partir de graines
de dattes est un café a base de plantes consommé en Turquie a des fins d'amélioration de la
mémoire [68]. A Maurice, une décoction d'une tasse de feuilles de dattes consommées
pendant une semaine pour réduire I’hyperglycémie [69]. Les problemes oculaires au Maroc
sont traités par un mélange de khol et de plantes médicinales dont Piper nigrum, Phoenix
dactylifera, Foeniculumvulgare et Neriumoleander [70]. La section suivante met I'accent sur
la littérature actuelle concernant les dattes au stade Tamr en examinant l'activité anti-
inflammatoire [71,72], les activités anti-angiogéniques [73], anticancéreux [74],
antioxydantes et antibactériennes [75-79].

1.3. Radis (Raphanus sativus L.)
1.3.1. Présentation

Le radis, est une plante annuelle ou bisannuelle de la famille des moutardes, cultivée pour
sa grande racine pivotante succulente. Le radis commun est probablement d’origine asiatique
ou méditerranéenne et est cultivé dans le monde entier. Raphanus raphanistrum L. est
I’ancétre plus que probable de I’espéce polymorphique Raphanus sativus [80]. Les romains
disposaient de trois noms différents pour désigner le gros radis : armoracia, radix et
Raphanusarmoracia dérive du grec. Mis a part I’espagnol Remolacha qui a pris le sens de
betteraves, tous ses descendants sont des noms locaux qui désignent de gros radis. En dehors
de I’Ttalien ramolaccio [81]. Le radis fait partie, de la famille des cruciféres. Aujourd’hui cette
famille est appelée Brassicacées, nom qui vient de brasssica, c’est-a-dire du chou. Cela
signifie que ses fleurs ont quatre pétales disposés en croix, forme typique de cette famille
[80].

1.3.2. Origine et répartition du Raphanus sativus L.

L’aire de diversité maximale du radis se situe entre ’est de la méditerranée et la mer
caspienne, qui est probablement le centre d’origine de cette espece. Le radis était déja cultivé
dans les temps anciens dans la méditerranée, de la s’est diffusé en chine avant J-C et au japon
aprés J-C. Sa variabilité diminue graduellement de la mer caspienne jusqu'a la chine, et encore
plus vers le japon, c’est aussi une espece cultivée depuis les temps anciens dans les oasis du

Sahara et au Mali. Le radis peut maintenant se trouver comme plante cultivée a travers le
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monde sous de nombreuses formes différentes, allant de petites plantes annuelles a des
bisannuelles & grosses racines charnues [80].

1.3.2.1. Données botaniques sur leradis (Raphanus sativus L.)

Les radis cultivés sont considérés comme des plantes annuelles. Cependant, les grosses
variétés tardives devraient plutdt étre classées en bisannuelles. Les graines sont rougeatres,
arrondies ou un peu allongees, avec des faces ordinairement un peu aplaties. Les feuilles sont
de forme obovales et peuvent étre sinueuses, crénelées, dentées ou dentelées ; les feuilles
situées a la périphérie sont a limbes entiers, les feuilles centrales peuvent étre fortement
découpées en lobes. Les tiges florales de 50 a 80 cm sont rameuses, dressées et creuses [82].
Les fleurs du radis, typique de celle des Brassicaceae sont constituées de 4 sépales, 4 pétales
(blanc rosés), de 6 étamines et d’un ovaire formé de 2 carpelles, elles sont disposées en une

panicule lache aux extrémités des tiges ou hampes florales [83] (Figure.l.7)

Figure 1. 6. Plante de radis (raphanus sativus L.) aspect des feuilles, des fleurs et des

fruits

1.3.2.2. Systématique de Raphanus sativus L.
Selon Cronquist [84]. La classification du radis est la suivante :
Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Division : Mognoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Capparales
Famille : Brassicacaceae
Genre : Raphanus

Espece : Sativus
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1.3.3. Différentes varietés du radis
Il existe plusieurs variétés du radis : [85]
e Le demi-long rouge a bout blanc : Le plus courant. On distingue 2 aspects : a petit bout
blanc et a grand bout blanc ;
e Lerond rouge : Moins cultivé, risque d’éclatement plus important, feuillage plus court ;
e D’autres types sont parfois cultivés : rond rouge a bout blanc (National), rond rose,
cylindrique rose (Gaudry) ;

e Radis d’hiver : Radis noir trés allongé et assez volumineux.

1.3.4. Valeur nutritionnelle

Parmi les constituants majeurs du radis, les glucides qui apportent I’essentiel des calories.
Ils ont constitué en majorité par des sucres simples (glucose et fructose). Les protéines et les
lipides (graisses) n’étant présents qu’a 1’état de traces dans le radis, ce qui les place parmi les
aliments les moins énergétiques. Les radis présentent aussi une haute densité en minéraux et
oligo-¢éléments, cela leur confére d’intéressantes propriétés reminéralisantes ; il est considéré
également comme une bonne source de vitamine C [86]. Le tableau.l.3. Représente les

quantités de ces différents constituants dans 100g de radis et 100 calories :

Tableau I-3. EIéments nutritifs de Raphanus sativus L.[86]

Quantité
Energie 15 kcal/100 g de radis
Protéines et lipides Des traces/100 g de radis
Glucides 2.5a 3.5 ¢/100 g de radis
Potassium 1620 mg/100 cal
Calcium 133 mg /100 cal
Magneésium 47 mg/ 100 cal
Fer 5.3 mg/ 100 cal
Vitamine C 23 mg/ 100 cal

*cal : calories
1.3.4.1. Principes actifs de Raphanus sativus L.

D’aprés les recherches qui ont été réalisés sur la composition chimique du radis, il a été
démontré que le radis est tres riche en principes actifs et en composés médicinaux importants.
Quelques principes actifs trouvés dans le radis sont cités dans le tableau suivant
(Tableau.1.4) :
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Tableau I- 4.Principes actifs de Raphanus sativusL.

Principe actif Référence
Acides phénoliques [87]
Alcaloides et flavonoides [88]
Anthocyanines [89]
Glucosinolates [90]
Isothiocyanates [91]
Nitriles [92]

1.3.5. Activités biologiques
La composition chimique varie en principes actifs cités précédemment, joue un role

principal dans les activités biologiques de cette plante, parmi ces activités :

1.3.5.1. Activité antioxydante

Le radis renferme différents types d’antioxydants, composés qui protégent les cellules du
corps des dommages causes par les radicaux libres et préviendraient le développement de
maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres maladies liées au vieillissement. Le
radis rouge contient des anthocyanines, principalement les pelargodinines, tandis que le radis
blanc renferme du Kaempférol (un flavonol). Les différentes variétés de radis contiennent
aussi la peroxydase, une enzyme antioxydante. Ces composés ont démontré in vitro et chez
I’animal des effets prometteurs pour la prévention du canceret du vieillissement [93,94].
1.3.5.2. Autres activités biologiques

A I’instar des activités biologiques du radis cité précédemment, d’autres activités ont été

décrit par plusieurs auteurs, et ils sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau I-5. Activités biologiques de Raphanus sativusL.

Activité biologique Référence
Antimicrobienne [95]
Antiviral [96]
Laxative [97]
Anti-inflammatoire [98]
Anticancer [99]
Antidiabetic [100]
Antimutagenic [101]
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1.3.6. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons passé a 1’étude bibliographique et les données
botaniques sur les fruits et Iégumes qui a fait I'objet de ce travail. Les fruits et les légumes
sont utilisés depuis la préhistoire par I’homme pour des besoins nutritionnels et thérapeutiques
et sont la source majeure de drogues a cause de leur richesse en métabolites secondaires.
Notre choix s’est dirigé vers la Cucurbita moschata, la Phoenix dactylifera et la Raphanus
sativus L.) qui fait partie de la famille des plantes médicinales, elle est connue pour ses
propriétés thérapeutiques et biologiques. Sur la base de ces travaux et dans le domaine de
recherche des produits (fruits et/ou Iégumes) plus riche en composés polyphénols (acide
syringique)., la citrouille contient une plus grande quantité de polyphénols totaux, avec
152.95 mg GAE/100g, et la datte enferme aussi une grande quantité de polyphénols, avec
99,3 mg de GAE/100g (polyphénols totaux), et le radis contient une moyenne quantité de
polyphénols, avec 38.4mg de GAE/100g [102].
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I1. Composés Polyphénols & Acides Phénoliques
I1.1. Définition et importance pratique

Les composés phénoliques sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du
métabolisme secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales [1-3] ; ils
sont localisés dans différentes parties des plantes selon 1’espéce végétale et le groupe
polyphénolique considérés [4]. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols [5]. Ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et
importants chez les végétaux. Donc la désignation générale composés phénoliques concerne a
la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une,
deux ou plusieurs fonctions phénoliques [6]. Le terme phénol englobe approximativement
10000 molécules bioactives identifiées [7,8]. L’élément structural fondamental qui les
caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones (cycle benzénique)
(Figure. 11.1), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé
dans une autre fonction : éther, ester ou hétérosides [9]. Les composés phénoliques sont
responsables a la fois de I'ardbme, de la couleur et des propriétés antioxydantes des végétaux
[10,11].

OH

Figure 11.1. Stucture de base des polyphénols
Les composés phénoliques sont divisés en plusieurs catégories:

e Lesacides phénoliques ;
e Les flavonoides ;
e Les tanins obtenus par polymérisation des flavonoides ;

e Les lignanes avec les isoflavones sont nommeé sphyto-oestrogenes [12].

I1.2. Principales classes de composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau .
11.1) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple Cs
a des formes trés polymérisées). Ensuite par le degre de modification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylat ion et de méthylation,... etc.) [13]. Enfin par les liaisons possibles

de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines,...etc.) [14-16].
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Les formes phénoliques les plus simples prés entent des structures chimiques allant de

simple phénol en Cs aux flavon oi des en Cis et & des molécules proches.

Tableau Il. 1. Principales classes des composés phénoliques [13,15]

Squelette carboné Classe Structures de base Exemple
OH
Cs Phénols simples i Catéchol
Acides 7o .
Ces-C1 hydroxybenzoiques © p-Hydroxybenzoique
Acide S__COOH Acides cafeique,
Ce-Cs hydroxycinnamique ©/\/ Férulique
Coumarines Scopolétine, Esculétine
Cs-Cas Naphtoquinones Jugline
-Co- Stilbénes Resvératrol
Cs-C2-Cs O «
Kaempférol,Quercétine
Flavonoides Cyanidine,
e Flavonols - ‘ Pélargonidine
Cs-C3-Cs e Anthocyanes ; © ‘Catéchine,
e Flavanols; O Epicatéchine
e Flavanones ; Naringeni
e Isoflavonoides aringenine
Déidzéine
(Ce-C3), Lignanes e o Pinorésinol
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(C6-C3)n

Lignanes

(C1s)n

Tanins condensés

Les structures des composés phénoliques s'étendent sur des molécules simples telles que

les acides phénoliques aux composés fortement polymériseés comme les proanthocyanidines

(Figure.ll. 2).

Favonoids

Polyphénols
m—
Flavonols Tanins
Acides . . . hydrolysables
hydroxybenzoiques Acide hydroxycinnamique T
Isoflavones
Tanins

Flavanols et condensés

Anthocyanidins

Flavanones

Flavones

proanthocyanidins

Acide Syringique

Figure 11. 2. Principales classe des polyphénols [17]
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11.3. Composés polyphénolique non flavonoidiques
11.3.1. Acides phénoliques
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique et ils sont représentés par deux sous-classes :

11.3.1.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Cs-C1) :

IIs sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de base de type Ce-C1. Ils sont
particulierement représentés chez les gymnospermes et les angiospermes. Les acides
hydroxybenzoiques (p-hydroxybenzoiques, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique,
salicyclique, gentisique, etc.) [19-21]. Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment

sous forme d’esters ou de glucosides [22,23] (Tableau. 11.2).

Tableau 11. 2. Principaux derives de I’acide hydroxybenzoique [18,19] [23]

H H H
OH H H

Acide Salicylique
Acide Gentisique

Structure R4 Rs R> R1 Acide Hydroxybenzoique
coon H H H H | Acide benzoique (non phénolique)
H OH H H Acide p-hydroxybenzoique
Ry H OH OH H Acide Protocatechique
H OH | OCH; | H Acide Vanillique
OH OH OH H Acide Gallique
R4 R | OCH; | OH | OCH; | H Acide Syringique
OH
OH

R3

Il. 3.1.1.1. Acide syringique (AS)

L’acide syringique est distribué¢ dans une grande variété de produits végétaux (fruits et
Iégumes). Dans le méme temps, il possede ses dérivés naturels (Tableau.l.2) [18,19][ 23].
L’acide syringique est I'un des composés phénoliques abondants présents dans les olives, les
dattes, les épices, la citrouille, les raisins [24], le palmier acai (Euterpe oleracea) [25], le miel,

le vin rouge, le radis (rouge, noir ou blanc) et vinaigre [26] ...etc. Figure. 11.2.



Chapitre 11 : Polyphénols & Acides Phénoliques, structures et propriétés

g N

§or

)
b s
Eurerpe oleracea Phoenix dactylifera
(Sugar apple) (Acai palm) (Date palm)

Hemidesmus indicus

q % Panicwm mi
(Indian Sarsaparilla) (Proso millet)

~
Quercus infectoria
Downy Oak/Gall Tree

Cucurbita pepo
(Pumpkin)

Ardisia crarlala
(Christmas berry)

9 -d

Orea 3 tans regta
vitis vintfera Olive) (Radish) bt o Tamarix aucheriana

zzzzz

(Grapcs) (Salt cedar)

Figure.ll. 3. Différentes sources naturelles d'acide syringique [27]

Diverses études ont montré que l'acide syringique présente des propriétés utiles dans le
domaine biomédical telles qu'antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire, anti-cancéreux,
anti-diabétique et protecteur du cceur, du foie et du cerveau [28]. Il a montré aussi d’effet
protecteur dans d’autre pathologie, telle que D’activité neuroprotectrice , activité anti-
endotoxique, cardioprotecteurs et hépatoprotecteurs [29]. De plus l'utilisation clinique, de

’acide syringique a une grande importance dans le domaine industriel pharmaceutique [30].

11.3.1.1.1.a. Activité antioxydante de I'acide syringique

L'activité de piégeage des radicaux libres de 1’acide syringique et leurs dérivés dépend de
la présence d'un certain nombre de fragments hydroxyle attaches au cycle aromatique de la
molécule d'acide benzoique. Il a plus d'activité de piégeage des radicaux libres que I'acide p-
hydroxybenzoique en raison de sa présence de deux fragments méthoxy attachés au cycle
aromatique en positions 3 et 5 [31].

Rice-Evans ont rapporté que l'activité antioxydante totale des acides phénoliques était
exprimée sous la forme de TEAC (Total Equivalent Antioxidant Capacty) et les composés
phénoliques montrant TEAC dans fordre suivant: Acide Gallique > Acide p-Coumarique >
Acide Féruliqgue > Acide Vanillique > Acide Syringique> Acide Caféique > Acide i-
Coumarique > Acide Protocatéchuique > Acide Gentisique > Acide O-Coumarique > Acide
Salicylique > Acide p-Hydroxybenzoique [32].

Im/
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11.3.1.1.1.b. Biosynthése de I’ acide syringique

L'acide syringique est synthétisé par une série de réactions enzymatiques via la voie de
I'acide shikimique chez les plantes (Figure. 11.4) [33]. Les composés phénoliques
intermédiaires de la voie de I'acide shikimique sont I'acide protocatéchuique, I'acide gallique,
I'acide quinique, etc [34].

La voie de Il'acide shikimique implique la condensation de I'érythrose-4-phosphate et
phosphoénolpyruvate [35]. Une série de reéactions enzymatiques conduit a la formation d'acide
shikimique, a partir duquel se forment des intermédiaires d'acide chorismique et d'acide
préphénique par réaction de transamination [36].

Cependant la phénylalanine et le tryptophane sont des composants essentiels de
I'alimentation des animaux, mais les animaux peuvent synthétiser la tyrosine en une seule
étape a partir de la phénylalanine [37]. L'acide protocatéchuique et I'acide gallique sont
synthétisés a partir de I'acide 3-déshydroshikimique par réaction d'aromatisation directe, bien
qu'ils soient également formés a partir d'autres précurseurs tels que I'acide benzoique et I'acide
cinnamique [33]. La phénylalanine est le parent métabolique pour la synthése de composés
polyphénols courants tels que l'acide cinnamique, l'acide p-coumarique, l'acide caféique,
I'acide férulique, l'acide 5-hydroxyférulique et l'acide sinapique [33]. L'acide syringique,
I'acide vanillique et les acides 4-hydroxybenzoiques sont des dérivés de I'acide benzoique, qui
sont généralement derivés des dérivés correspondants de I'acide cinnamique par les réactions
enzymatiques de S-oxydation [35,38]. Le monolignol est le précurseur de la syringyl-lignine
(une source de I’acide syringique) [27] [39-42], qui est le composant majeur des parois

cellulaires secondaires des plantes.
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Figure 11. 4. Apercu de la voie de biosynthese de I'acide syringique chez les plantes [32].

11.3.1.2. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (Cs-Cs3) :
Les acides hydroxycinnamiques representent une classe trés importante dont la structure
de base (Ce—C3) dérive de celle de ’acide cinnamique grace a des substitutions au niveau du

cycle aromatique [19] [43,44]. Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques

lm/
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L’acide p-coumarique (et ses isomeres, les acides O- et m-coumariques), 1’acide caféique,

I’acide férulique et son dérivé 5- hydroxyle et enfin I’acide sinapique [45,45] (Tableau.ll.3).

Tableau 11.3. Principaux acides hydroxycinnamiques [19, 23]

Structure R1 R, Rs | R4 Acide Phénolique
Re H H H H Acide cinnamique (non phénolique)
/ COOH H OH H H Acide p-Coumarique
Rs H H |OH| OH Acide Caféeique
H H | OH | OCHs Acide Férulique
i~ - H | OCHs | OH | OCHs Acide Sinapique

11.3.2. Propriétés physicochimique

v Les phénols sont solubles dans les solvants organiques polaires, dans les solutions des
bases fortes (NaOH) et de carbonate de Na sous forme de phénates. Les formes
hétérosidiques sont solubles dans I'eau ;

v Tous les phénols sont instables et sont facilement oxydables surtout en milieu alcalin. lls
présentent des propriétés réductrices surtout marqués chez les polyphénols ;

v Méthodes analytiques : CCM, HPLC.. etc.

11.4. Alcools phénoliques
Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique

et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4

dihydroxyphenylethanol) (Figure.l1.6) sont les principales molécules de cette classe [46,47].

OH OH
OH

@ (®)
OH OH

Figure 11. 5. Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b)

Les alcools phénoliques sont des composés phytochimiques phénoliques reconnus

comme de puissants antioxydants polyphénoliques [48].

11 .5. Tanins ou Polyphéenols complexes
Le terme tanin derive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en
cuir par le dit composé. Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire.

Les tanins sont des molécules fortement hydroxylé s et peuvent former des complexes
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insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives,
réduisant ainsi la digestibilité des aliments. 1ls peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux
éléments minéraux [48]. On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux

groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine biogénétique (Figure.l.7) :

Tanins Gallo-tanins

Ellagi-tanins

Figure 11.6. Classification des tanins
11.5.1. Tanins hydrolysables
Ces tanins sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle, ils
comprennent l'acide gallique et les produits de condensation de son dimere, I'acide
hexahydroxydiphénique (HHDP) (Isoterchebuline (a), Terchebuline (b) 4,6-O-
Isoterchebulinoyl-D-glucose (C)) (Figure. 11.8). Comme leur nom Iindique, ces tanins
subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous I’action

enzymatique et de I’eau chaude [49].

Acide hexahydroxydiphénique
(HHDP)

OH
HO O
HO OH
oH

D-glucose

(o] OH

(o] OH

OH

Terchebuline (b) 4,6-O- Isoterchebulinoyl-D-glucose (C)

Figure I1. 7. Structure de tanins hydrolysables

I“/
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11.5.2. Tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condenses, sont des poly
phénols de masse molaire élevées. lls résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liees majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi pro anthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A
[50,51]. La Figure. 11.9 ci-dessus représenté le modéle de structure d’un tanin de type B ((a)
R : H: Procyaidine, (b) R : OH : Prodelphinidine).

HO

Liaison Interflavane

(@ R=H: Procyaidine
(b) R = OH: Prodelphinidine

Figure. I1. 8. Structure chimique des tannins condensés.

Si R: H ou OH, la structure représente respectivement un procyanidine (a) ou un prod
elphinidine (b). La liaison 4 - 6 en pointillés est une alternative de liaison interflavanique. On

note la présence d’unité terminale dans une telle structure [52].

11.6. Composés polyphénoliques flavonoidiques
11.6. 1.Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,

formant une structure Cs-C3-Cs , OU la structure de base commune a ce groupe de polyphénols,
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est le diphénylpropane : c’est la présence de deux cycles aromatiques (A et B) liés par une

chaine de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéné (C) [53] (Figure.ll.5).

0 (b)

Figure 11. 9: Motif flavan (a) et flavon (b) et numérotation systématique

Les substitutions des cycles A et B donnent lieu a des différents composés au sein de
chaque classe des flavonoides. Ces substitutions peuvent inclure I'oxygénation, l'alkylation, la
glycosylation, I’acylation, et de la sulfatation.

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. lls interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense
contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes [54]. Les flavonoides
sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et Iégumes, céréales, jus de fruits, thé
et vin...). Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure
de base de ces difféerents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements
hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent généralement

sous forme de glycosides [55].

11.6.1.1. Principes types des flavonoides

Les flavonoides sont divisés en six classes : flavones, flavanols, flavonols, isoflavones,
flavanones et anthocyanes, auxquels il faut rajouter les néoflavonoides, les aurones et les
catéchines). Les propriétés chimiques de ces composés varient suivant leur classe, mais
également en fonction de leur degré d’hydroxylation, de leur degré de méthoxylation, de leur
degré de glycosylation et du degré de polymérisation autour de la structure commune Ces-Ca-
Ce [56]. Résultat du métabolisme secondaire des plantes, ces composés sont fréqguemment
attachés a des sucres (glycosides), ce qui leur confere un caractere plus hydrosoluble.

Occasionnellement, on peut les retrouver sous forme d’aglycones.

Les flavonoides sont divises en plusieurs sous-classes reparties en fonction du nombre, de
la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles...etc), mais aussi de la
position de la liaison entre le noyau B et I’hétérocycle C (position 2 ou 3). La plupart des

flavonoides sont glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans 1’eau [57]. Les classes
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phenoliques sont : flavanols, flavanones, flavones, flavonols, anthocyanes et isoflavonoides

[58] (Tableau. 11.4).

Tableau 11. 4: Différentes sous-classes des flavonoides [59-62]

Flavanes

Les flavan-3-ols constituent la principale sous-classe des
flavanes. Ces structures varient des monomeres simples
catéechines a des structures polymériques comme les

anthocyanidines.

Si la position 4 du flavane porte un groupement carbonyle,
la molécule est appelée flavanone. La structure est trés réactive
et subit des réactions d'hydroxylation, de glycosylation et d'O-
méthylation. Les agrumes en constituent la principale source
alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont
I'ériodictyol dans le citron, la naringénine dans le

pamplemousse et I'hespéritine dans 1’orange.

Flavone

Si la liaison de type C2-C3 dans le squelette d’un
flavanone est insaturée, le composé est nommé flavone. Les
flavones ont une relation structurelle tres étroite avec les
flavonols, mais contrairement a ces derniers, ils sont peu
distribués. Ce sont des substances de couleur jaunatre,
d‘habitude elles n‘existent pas sous forme de glucoside.

Les principales molécules sont I’apigénine, la lutéoline et
la chrysine. Leurs sources alimentaires sont: pomme, céleri,
grains de céréale (teneur = 5-100 mg/kg) herbes aromatiques

(persil, romarin, thym).
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Flavonol

La substitution du squelette en position 3 par un
groupement hydroxyle et d’une double-liaison en C2-C3 nous
donne le flavonol. Ces composés représentent la classe la plus
répondue des flavonoides. Ce sont des pigments jaunes présents
notamment dans la pellicule des raisins et dans les feuilles de
vigne.Les sources les plus riches sont les oignons (350-1200
mg/kg de matiére fraiche), le poireau, le chou et les baies telles

que le cassis (115 mg/kg de matiere fraiche).

Les anthocyanidines se caractérisent par la présence d’un
atome d’oxygene chargé au niveau du cycle central C. Ils sont
impliqués dans la protection des plantes contre la lumiére
excessive et jouent un rdle important dans [’attraction des
insectes pollinisateurs. Les composés les plus courants sont la

pélargonidine, la cyanidine et la malvidine.

Liaison en position 3 : les isoflavanes sont caractérises par
la liaison du cycle B au C3. Par sa structure, ce composé imite

I’hormone stéroidale « Oestradiol » qui bloque 1’ovulation.

Chalcones

Ve

Comparativement aux autres flavonoides, les chalcones se
caractérisent par la présence d’un noyau pyranique central
ouvert. Davidigénine, Asebogénine constituent des exemples de
cette sous classe.

Les activités des flavonoides et de leurs métabolites dépendent essentiellement du

nombre et de la position de leurs groupements fonctionnels (relation structure-activité) [61].

Les éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale ont pu

étre etablis par plusieurs auteurs [60-62].
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11.6.1.1.a Anthocyanes ou anthocyanosides

Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur I’oxygéné de de
I’hétérocycle central C. Les anthocyanidines (aglycones anthocyanes formées lorsque les
anthocyanes sont hydrolysées avec de I'acide) sont responsables aussi de la couleur naturelle
de la plante. Ces molécules sont constituées d° un aglycone anthocyanidine et d’un glucose

en position 2’ (Figure. 11.10).

Anthocyanidine R1 R,
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Paeonidine OCH; H
Pétunidine OCH; OH
Malvidine OCHj3; OCH;3

Anthocyanidine

Figure 11. 10. Structure générale des principales anthocyanidines

L’aglycone est chargé positivement et la charge portée peut étre délocalisée par effet
mésomere sur la majeure partie du squelette flavonoide. Parmi les anthocyanidines qui sont
tres connus il y a la malvidine, la delphinidine, la pétunidine et la cyanidine. La coloration
attribuée aux végétaux dépend de plusieurs éléments, particulierement le pH et de la nature
des substitutions de 1’aglycone. En plus de la pigmentation, ces composés sont accumulés
dans des différents organes des plantes afin de les protéger contre les attaques de nuisible. Les
anthocyanes les plus connues sont la pélargonidine responsable de la coloration rouge ou
orange dans certaines plantes. Il y a encore la cyanidine qui donne une couleur rouge ou rose
et ensuite la delphinidine responsable de la coloration mauve. Elle aussi donne spécialement

la coloration rouge aux fruits et aux feuilles en automne.

11.8. Rdle et intérét des composes phénoliques
11.8.1. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganisme s symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres

récolte de certains vegétaux; dans les critéeres de qualite (couleur, astringence, amertume,
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qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des
organes vegetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées) pendant
lesquels apparaissent fréeqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini [63-67].

11.8.2. Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés anti-oxydantes [69]. Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des
propriétés variées : veinotonique, anti-tumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,
analgésique, anti-allergique, anti-spasmodique, anti-bactérienne,  hépatoprotectrice,
estrogénique et/ou anti-estrogénique. Ils sont également connus pour moduler ’activité de
plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxation
vasculaire et empéchent l'agglutinement des plaguettes sanguines. Par conséquent, ils
réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. lls limitent I'oxydation des lipides
sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et
protéges nos arteres contre I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les artéres)
[70-71].

11.8.3. Activités biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols ont une importance remarquable vue leurs effets bénéfiques sur la santé.
En effet, leur role comme antioxydants naturels suscite, de plus en plus, l’intérét des
chercheurs dans la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires, de 1’athérosclérose, du diabéte et des maladies neurodégénératives [74,75].
De plus, ces métabolites sont doués d’activités antibactériennes [76], antivirales et

antiparasitaires [77].

11.8.3.1. Activité antioxydante

Ces dernieres années, plusieurs études sont focalisées sur I’extraction et la détermination
des composés phénoliques des diverses plantes dans le but d’étudier la relation entre ces
composés [78] et leur activité antioxydante [79], d’¢lucider le mécanisme d’action de ces
composés [80] et de les faire introduire par la suite comme additifs dans 1’industrie

agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique [74].
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e Les acides phénoliques

Les acides phénoliques possedent un caractere antioxydant pour la plupart des dérivés
cinnamiques ou benzoiques [81]. Parmi les plus actifs : les acides, rosmarinique* , gallique,
syringique [82,83], caféique, dihydrocaféique et chlorogénique [81]. L’activité antioxydante
des acides phénoliques augmente avec le nombre de groupements hydroxyles [84]. Plusieurs
éléments sont en faveur de la relation structure-activité des acides phénoliques. Ainsi, les
acides hydroxycinnamiques ont toujours une activité antioxydante plus élevée que celle des
acides hydroxybenzoiques. Ceci peut étre di au groupement CH=CH-COOH, qui assure une
plus grande capacité de donation d’atome d’hydrogeéne et de stabilisation du radical que le

groupement COOH des acides hydroxybenzoiques [84] (Figure. 11.11).

COOH COOH
X HX
M
H,CO OCH; H,CO OCH;§
OH G
Acide Syringique radical acide syringique

Figure. Il. 11. Proposition de réaction du radical X. avec I'acide syringique [18]

11.8.3.2. Activité antibactérienne

Les polyphénols sont connus aussi pour leurs propriétés inhibitrices de la croissance
bactérienne [76]. Cependant, les mécanismes d’actions de ces composés sur les
microorganismes ne sont pas totalement élucidés. D’aprés ces auteurs Cowan [85], Daciana-
Ciocan et coll [86] et Rodriguez-Vaquero et coll [87], les effets inhibiteurs des composés
phénoliques pourraient étre expliqués par leur adsorption sur les membranes cellulaires, par

leurs interactions avec les enzymes et par privation des substrats et des métaux.

Les acides phénoliques
Les composés phénoliques en général sont connus pour leurs activités biologiques qui
sont en relation directe avec la santé de I’étre humain). Dans le littérateur a été rapporté que
les acides phénoliques peuvent exercer des effets antibactériens sur plusieurs souches.
Puupponen-Pimia et coll [87] ont rapporté que les acides hydroxycinnamiques (p-coumarique,

caféique et ferulique) inhibent la croissance de Escherichia coli et Salmonella enterica. La

* L'acide rosmarinique est un composé bioactif d'origine végétale, de la famille des polyphénols que I'on trouve
dans les plantes lamiaceae. L'acide rosmarinique posséde des propriétés pharmacologiques remarquables,
notamment anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-virales, anti-carcinogenes.
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présence de la chaine aliphatique confére aux acides hydroxycinnamiques un caractére moins

polaire que celui des acides benzoiques. La toxicité des acides phénoliques vis- a-vis des

bactéries peut étre également liée au nombre de groupements hydroxyles [88]. D’aprés les

résultats d’une étude réalisée par Rodriguez Vaquero et coll [87], I’acide gallique, avec ses

trois groupes hydroxyles, exerce une forte activité antibactérienne sur les souches testées

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) comparativement a

I’acide syringique qui présente deux groupements méthoxyles [18][83]. Les exemples de

quelques composés phénoliques, I’acide phénoliques et de leurs activités biologiques sont

récapitulés dans le Tableau. 11.5 et la Figure. 11.12. rassemble les différentes d’applications

biomédicales de I'acide syringique.

Tableau I1. 5. Activités pharmacologiques et biologiques de certaines classes de

composés phénoliques

Polyphénols Activités pharmacologiques et biologiques Références
Acides phénols Antibactériennes, anti-ulcéreuses, anti-parasitaires,
. ) y : ; . [54-57]
(cinnamiques et benzoiques) anti-fongiques et anti-oxydantes.
Coumarines Protectrices vasculaires, anti-inflammatoires, anti- [56-64]
parasitaires, analgésiques et anti- cedémateuse
Anti-tumorales, anti-carcinogénes, anti-
inflammatoires, hypotenseurs, diurétiques,
. L oo . - [46][59]
y anti-parasitaires, vaso, dilatoires, anti-bactériennes,
Flavonoides X . o P
anti-analgeésiques, anti-virales, ostéogéne, [65-89]
antioxydantes, anti-atherogeniques, anti-
thrombotique, anti-allergique.
Anthocyanes Protectrices capillaroveineux, anti-
Anthocyanes oxydant. [90]
Effets stabilisants sur le collagene, anti-oxydantes,
Proanthocyanidines anti-tumorales, anti-fongiques et anti- [91]
inflammatoires.
. Tannlns . Antioxydants anti-inflammatoires, analgésiques,
Tannins galliques et catéchiques . . A
) anti-tumorale, anti-cancérigéne,... [92-95]
Lignanes . ) .
. Agent de protection contre I’hormone dépendant
Saponines

Phytostérols

du cancer de colons.
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Hepatoprotective

——— @ _~
Antioxidant

\ .. ..o ° o.

§ Anti-inflammation \
L Nanvenratectivat.. Cardioprotective

Figure. Il. 12. Applications biomédicales de I'acide syringique [29]

11.8.3 Applications industrielles des polyphénols

Les propriétés biologiques des polyphénols rendent ces molécules trés intéressantes en
vue d’une valorisation en tant qu’ingrédient et additif pour différents produits. Ils trouvent des
applications diverses et variées dans différents domaines. De nombreux polyphénols sont
utilisés comme principe actif dans des medicaments : acide salicylique extrait du saule et
ingrédient basique de ’aspirine, la rutoside (rutine), le glycoside de flavonoide quercétine
(quercétine -3-rutinoside) isolé de plusieurs plantes (eucalyptus, sarrasin, sophora) utilisé dans
le traitement destinés aux troubles veineux et capillaires, ou encore I’extrait de Ginkgo
(Ginkgo biloba) dont le principe actif EGb 761 est riche en composés polyphénoliques et
notamment en glycosides de flavonoles (24 % de 1‘extrait) [96]. On retrouve également sur le
marché médical, I’extrait hydro-alcoolique d’écorces et de feuilles du peuplier et d’écorce de
fréne, commercialisé sous le nom Phytodolor®, qui sert a traiter 1’arthrite et le rhumatisme
[97]. Les polyphénols sont également utilisés dans le domaine agroalimentaire comme additif.
Cette application est possible en raison de leur pouvoir colorant et leur activité antioxydante.
Ils sont utilisés comme conservateurs et ils permettent également une meilleure stabilisation
des denrées alimentaires et des pigments de jus [96] [98,99]. Toujours dans le domaine
agroalimentaire, les polyphénols sont utilisés comme complément alimentaire. On retrouve

les polyphénols également dans le domaine cosmétique ou ils sont utilisés pour leur pouvoir

Im/
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anti vieillissement de la peau. Enfin, les polyphénols du bois et particulierement les tannins
sont & la base de la fabrication de teintures et la formulation de nombreuses colles et adhésifs
naturels [100]. De plus, les tannins ont la particularité de lier et précipiter les protéines et ils

sont utilisés dans le domaine du tannage du cuir.

Production d'emballages intelligents Agent anti-brunissement

Application de

4
& récupérés a partir de
G . - : 3
! | sous-produits

alimentaires Production d'aliments

Agent antimicrobien fonctionnels

@ e

Formulation de cosmétiques Colorant alimentaire

Figure I1. 13. Applications industrielles des polyphénols [101]

11.9. Conclusion

En conclusion pour ce chapitre d’étude bibliographique, les polyphénols constituent une
famille de molécules organiques largement présente dans le regne végétal, prennent une
importance croissante, notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Tous les
flavonoides et les acides phénoliques ont une origine biosynthétiqgue commune et de ce fait
possedent le méme élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes
classes. En plus, nous avons parlerons de certains métabolites secondaires telles que les
polyphénols, les flavonoides, les anthocyanines, les tanins et de leurs importances dans
certains aspects de la vie.

Sur la base de ces études et dans le but des découvrir des ces composés bioactifs, il nous a

semblé intéressant de présenter les acides polyphénoles et ce tous l’acide syringique.
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III. Méthodes d’extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques des
légumes et les fruits

L'extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques a partir de matieres
végétales est un processus tres difficile en raison de la diversité et de la complexité des
composés phénoliques et les acides phénoliques présents dans les matieres vegétales [1].
L'oxydation et I'isomérisation lors de I'extraction peuvent affecter le rendement de
I'extraction. Par conséquent, des précautions doivent étre prises lors de la manipulation pour
éviter les modifications chimiques pouvant survenir lors de I'extraction en raison de la forte
activité enzymatique des échantillons naturels [2]. Les techniques d'extraction employées
dans I'extraction des molécules bioactives peuvent étre classées en deux catégories:
e Les techniques conventionnelles qui sont basées sur la solubilit¢ 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 macération, soxhlet,
reflux ou la combinaison de ces techniques.
e Les techniques vertes qui donnent plus d’efficacité, moins de temps et utilisent des
matieres premiéeres renouvelables, par conséquent moins de pollution. Les techniques vertes
se résument essentiellement en extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-
ondes, extraction accélérée par solvant et extraction par fluide supercritique [3]. Il existe
plusieurs techniques utilisées pour l'extraction des composés phénoliques et les acides

phénoliques [4].

II1.1. Techniques conventionnelles d’extraction des composés phénoliques et les acides
phénoliques
I11.1.1. Macération

La macération est une extraction solide-liquide dans lequel le compose phénolique
(soluté) a l'intérieur de la matiére végétale est extrait par un solvant spécifique pendant une
période de temps bien déterminée. L'efficacité du processus de macération est déterminée par
deux facteurs principaux la solubilité et la diffusion. La macération est le choix le plus
fréquent des chercheurs vu la simplicité de la mise d’un systéme d’extraction par macération.
Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et [lutilisation d'une quantité

considérable de solvants, est relativement peu codteuse. [3,4] (Figure.ll1.1).
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Figure I11. 1: Schéma de I’extraction par macération
En plus, elle se déroule a température ambiante ce qui est trés positif pour conserver
l'intégrité des composés phénoliques et les acides phénoliques qui sont sensibles aux

changements de température.

111.1.2. Extraction par reflux et par Soxhlet

L'extraction par reflux ainsi que par Soxhlet est basée sur un procédé de distillation qui
est largement utilisé dans les laboratoires et les industries alimentaires et non alimentaires [4].
Le procédé consiste a chauffer une solution a ébullition puis a renvoyer les vapeurs
condensées dans le ballon d’origine. L’extraction par Soxhlet différe de I’extraction par reflux
par le placement de la matiere végétale dans une cartouche et non pas dans le ballon.
L'extraction au Soxhlet, parfois combinée avec des techniques de percolation et d'immersion,
a été communément employée afin d'obtenir un bon rendement d'extraction des composés
phénoliques et les acides phénoliques [5,6]. Cette méthode est trés appréciée car elle permet
de faire des extractions en continu tout en restant simple et relativement peu codteuse.
Cependant, les manipulations séquentielles, les longs temps d'extraction et le travail a des
températures d'ébullition peuvent constituer des inconvénients (Figure.l11.2).
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Figure I11. 2: Représentation schématique d'un extracteur Soxhlet [4]

I11.1.3. Extraction par méthodes d’extraction conventionnelles successives
Cette technique consiste a utiliser deux méthodes d’extraction conventionnelles
successivement dans le but d’obtenir des composés phénoliques et les acides phénoliques

hautement purifiées [4].

IIL.2. Techniques vertes d’extraction des composés phénoliques et les acides phénoliques
111.2.1. Extraction assistée par ultrasons (US)

L’extraction assistée par ultrasons consiste a traiter sous ultrasons un solide, sec ou
humide, en contact avec un solvant. Le phénomeéne des ultrasons consiste a créer des bulles de
cavitation dans le solvant permettant de dénaturer la paroi de la cellule végétale. Les ultrasons
permettent d’accélérer I’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un
meilleur rendement d'extraction des composes phénoliques et les acides phénoliques [4,5].
Deux types d’équipements a ultrasons sont couramment utilisés dans les laboratoires [7-9]:

e Le premier est le bain a ultrasons qui est couramment utilisé pour la dispersion de solides
dans un solvant ou pour le dégazage des solutions ;

e Le second équipement, une sonde & ultrasons, est beaucoup plus puissant en raison d’une
intensite ultrasonore délivrée sur une petite surface (pointe de la sonde) par rapport au bain

a ultrasons (Figure.l11.3)
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Figure I11. 3. Dispositifs a ultrasons : bac et sonde, respectivement [5]

De plus, a I'intersection des deux principes de base, soit celui des ultrasons et celui des
extractions, il est possible de considérer l'interaction des ondes ultrasoniques sur les
performances d'extraction de composés organiques présents dans les légumes et les fruits. Les
ultrasons possédent plusieurs avantages dont celui de briser les parois cellulaires des
organismes végétaux ainsi que celui de provoquer des effets de capillarité dans la matiere

végétale [10].

111.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (MO)

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques non ionisantes avec une gamme de
fréquences de 0,3 a 300 GHz. Les micro-ondes sont capables de pénétrer dans les
biomatériaux et de générer de la chaleur en interagissant avec les molécules polaires comme
l'eau. L’interaction entre les micro-ondes et les molécules polaires conduit a un sur chauffage
interne et une perturbation de la structure cellulaire facilitant la diffusion du composé bioactif
a partir de la matrice végetale [4], [11] (Figure.l11.4).
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111.2.3. Extraction en phase solide

L’extraction en phase solide constitue aussi une autre option rapide et économique
puisqu'elle réduit de maniére significative le volume des solvants requis. Elle est employée
dans le but d'extraire les composés a partir d'une matrice liquide ou comme complément a
I'extraction par solvants [6]. L’extraction en phase solide peut étre également employée
comme méthode de fractionnement/purification ou pour obtenir la préconcentration des
composés. En effet, I'extraction en phase solide a été régulierement utilisée pour I'extraction
sélective d'acides phénoliques [12], jus d'orange [13], jus de canneberge [14] et de pommes
[15].

111.2.4. Extraction accélérée par solvant

L’extraction accélérée par solvant (ou extraction par liquide pressurisé€) est une technique
d'extraction moderne utilisée pour I’extraction des composés phénoliques et les acideS
phénoliques en utilisant des solvants & haute temperature et haute pression, mais sans
atteindre le point critique [3]. L’extraction accélérée par solvant se caractérise par un temps
d’extraction court (15 - 25 minutes) et un volume réduit de solvant utilisé (15 - 45 ml) [4]

(Figure.l11.5).
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Figure 111. 5. Montage de I'extraction par liquide pressurisé [16]

Toutefois, cette technique d'extraction présente comme inconvénient la basse polarité du
dioxyde de carbone supercritique qui est le solvant d'extraction le plus employé ce qui génere
une haute sélectivité d'extraction ne permettant pas de solubiliser les composés phénoliques et
les acides phénoliques plus polaires. Dans plusieurs cas, afin d'obtenir de hauts rendements de
polyphénols, il est nécessaire d'ajouter des solvants plus polaires ou effectuer des

changements chimiques aux composes qui seront extraits afin de diminuer leur polarité [6].
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111.3. Conclusion

L'isolement des composés phénoliques et/ou les acides phénoliques des légumes et les
fruits par extraction est généralement un processus trés difficile compte tenu de la variété de
composés qu'il est possible de trouver dans les échantillons naturels. L'obtention de
rendements élevés est parfois compliquée et par conséquent des soins doivent étre pris
pendant la manipulation afin d'éviter les modifications chimiques qui peuvent survenir lors du
processus d'extraction en raison de l'activité enzymatique élevée des échantillons naturels. En
effet, I'oxydation et I'isomérisation durant I'extraction sont un souci constant [17]. C'est ainsi
qu'afin de protéger les composés phénoliques et les acides phénoliques contre les processus de
détérioration pendant I'extraction, I'ajout d'antioxydants et le travail dans des conditions
d'atmosphére inerte ont été des solutions proposees. La fidélité entre le profil phénolique du
produit de départ et celui de I'extrait obtenu est un paramétre important qui doit étre pris en
considération. Par conséquent, les conditions utilisées devraient étre douces afin d'éviter
I'oxydation, la dégradation thermique et d'autres changements chimiques et biochimiques dans
les échantillons naturels.

« Ce travail est fait dans une vision verte d’ou I’utilisation de mélange éthanol/eau

comme solvants principales de I’extraction ».
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I. Extraction, dosage et évaluation de I’activité biologique de la fraction isolée (Acide
syringique)

L’objectif que nous nous sommes tracés dans ce travail est ’extraction des acides
phénolique est en particulier 1’acide syringique (AS) et 1’é¢tude de pouvoir oxydants a la
présence d’agent complexant. A cet effet, ce chapitre sera consacré a la présentation des
différents matériaux et produits utilisés pour la réalisation de cette étude ainsi qu’aux
différentes techniques de caractérisation. Nous détaillerons pour chacune d’elle le principe de
fonctionnement et D’intérét qu’elle présente pour la détermination des propriétés des

échantillons préparer selon des conditions expérimentales bien choisies.

Le résumé de ’extraction schématisé dans I’organigramme suivant (Figure.l.1):
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Matériel VVégétal broyee (1509)
(Courge (Cucurbita moschata) et/ou Datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) et/ou Radis (Raphanus sativus L.))

Extraction
1-Macération classique (Eau & solvants organique);
2- Soxhlet (solvant organique) ;
3-Ultrasons (Eau/Ethanol) (50/50)

4- Micro-ondes (Ethanol) (100%)

Traitement et séparation (isolement)

Caractérisation (CCM &UV)

( Dosage )

syringique

Séparation par différents solvants

L 2

[ Evaluation de I’activité Biologique (Antioxydante & Antibactérienne) ]

e

Figure.l.1 : Protocole général de I'extraction, de I'identification et de la caractérisation

[ 72 |



Chapitre I : Materiel et méthodes

I Matériel et Méthodes
1.1. Produits chimiques

Dans ce présent travail, nous avons utilisé : L’eau distillée, réactif de Folin-Ciocalteau
10% (volume/volume) provient de Sigma, Carbonate de sodium 7,5 % (poids/volume) : 7,5 ¢
de carbonate de sodium dissous dans 100 mL d'eau distillée, méthanol, éthanol, acétone,
acétate d’éthyle, éther de pétrole, chlorure d'aluminium, chlorure de fer, Acide sulfurique,
Acide chlorhydrique sont obtenus aupres de Panreac, Cheminova, Prolabo, Aldrich, Organics
et Janssen. (DPPH) 2-2diphén-I-picrylhydrazyl 0,04 mM, Bouillon nutritif, liquide : 13 g de
bouillon en poudre dans un litre d'eau et Gélose Mueller Hinton (MH). Les étalons

phénoliques (acide gallique) proviennent de Merck (Allemagne).

1.1.1. Matériel végétal
Les produits choisis ont été achetées du marché local de M’sila, pour I’extraction des
acides phénolique est précision, I’acide syringique a titre de comparaison sont :

e La Courge (Cucurbita moschata) ;

e La datte Deglet-Nour (Phoenix dactylifera) ;

e Le Radis (Raphanus sativus L.).

1.1.2. Appareils
e Etuve a température réglable ;
e Balance de précision ;
e Bain thermostaté (70°C) ;

e Centrifugeuse de paillasse.
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1.2.Méthode d’analyse
L’analyse des composés phénoliques et les acides phénoliques restent une étape
importante, cependant, elle demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de

diverses techniques.

1.2.1. Chromatographies

L'avancement des reéactions est suivi par chromatographie sur couche mince (CCM) sur
plaque de gel de silice (Merk 60 F2s4) en utilisant des systemes d’éluant appropriés. Les
composes sont faiblement colorés, les taches peuvent étre invisibles sur la plaque. La
révélation est effectuée par irradiation sous lumiere UV (1 = 254 nm et A = 356 nm) (Lampe
ultraviolette 254 / 365 nm) et par trempage dans des révélateurs spéecifiques, un mélange acide
(H2SO4/MeOH/H20 : 10/45/45) pour les acides phénoliques ou une solution chlorure de
fer(11l) (préparée a partir de 2mL FeCls dissout dans 450 mL d'eau et 50 mL d'acide
sulfurique concentré), puis par chauffage pour la détection des acides phénoliques et/ou
I’utilisation d'un révélateur de Folin Ciocalteu.

La CCM est une méthode permettant de controler la pureté d’une substance, de séparer

les constituants d’un mélange et éventuellement de les identifier.

1.2.2. Spectroscopie ultraviolet-visible (UV-visible)

La spectroscopie d’absorption dans I’UV et le visible est une méthode d’analyse des
composes phénoliques et les acides phénoliques couramment utilisée dans les laboratoires.
Elle est basée sur la capacité des molécules a absorber les radiations lumineuses de longueur
d’onde déterminée. Le domaine UV-visible s’étend environ de 10 a 800 nm avec 'UV
lointain entre 10 et 200 nm, le proche UV entre 200 et 400 nm et le visible entre 400 et 800
nm. L’appareil spectrophotométrie UV-Visible utilisé dans ce travail est de la référence
SHIMADZU serie UV-1800. Les échantillons a analyser ont été solubilisés dans 1’éthanol
absolu. Le domaine de scanner est entre (200-400nm), au sien du laboratoire d’électrochimie
a l'université Mohamed BOUDIAF- M'sila.

1.2.3. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

La spectroscopie IR est une technique d’analyse permettant de déterminer la nature des
liaisons chimiques présentes dans un échantillon et d’en caractériser les groupements
moléculaires afin d’obtenir de nombreuses informations sur la conformation et les éventuelles
interactions. Dans le cas de molécules biologiques, elle permet de détecter des variations

spectrales liées a différents constituants macromoléculaires comme les acides nucléiques, les



lipides, les glucides ou encore les protéines présentes dans le spécimen étudié, de facon
qualitative et quantitative. Les principales applications de la spectroscopie IRTF en
caractérisation des extraits phénoliques ont conduit a 1’utilisation de cette technique pour
identifier les différents groupes de phénols tels que les acides phénoliques, les flavonoides, les
tannins condensés et les tannins hydrolysés.etc. Le nombre important de publications relatives

aux applications de la spectroscopie IR montre 1’intérét de cette approche au niveau structural.

1.2.4. Point de Fusion (PF)
Le point de fusion est mesuré en utilisant un banc de Kofler de type WME. La

détermination du point de fusion d'un composé permet d'assurer sa pureté.

1.3.Appareil Micro-ondes (MO)

L’extraction des acides phénoliques et la formation du complexe d’inclusion (B-CD/AS)
est soumise aux irradiations au four a micro-onde domestique modifié de type LG-
MHG6565CPS de puissance de 200 a 1000 W.

I.4.Réacteur des Ultrasons (US)

Un bain a ultrasons (1000 W, modéle BT90H) de la compagnie Power Corporation
ultrasons de Freeport en Illinois (USA) en combiné avec un générateur d'ultrasons de 170 kHz
(Power Corporation Ultrasons) a été utilisé pour 1’extraction des composés phénoliques et les
acides phénoliques et la formation du complexe d’inclusion. Généralement le réacteur des

ultrasons est notée par US ou représentée schématiquement par quatre parenthéses « ))))».

1.5. Divers
1.5.1. Programme Chem Draw Ultra

Les structures chimiques ont été dessinés par le programme ChemDraw Prime 19.0 ,
ChemDraw Professional ChemOffice Professional 2D, 3D.

I.6. Optimisation des parametres d’extraction des acides phénoliques & (fractionnement
et isolement de I’acide syringique)

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés plus particulierement a 1’utilisation de
plusieurs techniques d’extraction (la Macération, Soxhlet, 1’Ultrason et le Microonde), a fin
d’extraire certains des acides phénoliques ainsi qu’au dosage des comp0sés phénoliques
totaux, les flavonoides, les anthocyanes et les tanins en utilisant le réactif du Folin Ciocalteu

et le trichlorure d’aluminium respectivement.
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1.6.1. Extraction par macération

Pour extraire les acides phénoliques de (Cucurbita moschata et/ou Phoenix dactylifera
et/ou Raphanus sativus.L.) par macération, nous avons opté pour le protocole décrit dans la
littérature [1], en yapportant quelques modifications : 150g du matériel végétal broyé est
immeragez a température ambiante pendant 12h (deux fois) dans 375mL de solutions
aqueuses des solvants : éthanol, acétate d’éthyle, acétone, méthanol a I’état pur et ces mémes
solvants a 70% et eau a froid et a chaud, le mélange est broyé suivi d’une agitation pendant
une heure et demie (Figure.l.2). Aprés filtration sous vide, les filtrats sont centrifugés
pendant 20 min a 4000 t/min a température ambiante, ce dernier est filtré sur papier filtre, la
solution est concentrée sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif type rotavapor a une
température de 50 -60°C, jusqu'a avoir des volumes d’extraits d’environ 2 ml, le produit est
récupéré sous forme d’huile jaune pale, le produit désiré est conservé a 1’abri de la lumiére

pour les analyses ultérieures.

Figure I. 2 : Extraction par macération

1.6.2. Extraction au Soxhlet

L'extraction au Soxhlet a été réalisée selon le protocole décrit dans la littérature avec
quelque modification [2]. Cette méthode consiste a extraire les constituants d’un solide par
simple contact avec un solvant a I’aide d’un extracteur de type Soxhlet.

Presque 150g du matériel végétal broyée sont déposés dans la cartouche du Soxhlet
(utilisation du papier filtre comme cartouche). Le ballon est rempli de 300mL de solvant
organique, puis surmonter par un réfrigérant (Figure 1. 3). Le solvant vaporisé du ballon est
condensé par la suite traverse par percolation le lit de solide pour donner une solution qui
s’écoule périodiquement dans le ballon par un siphon. La solution contenue dans le ballon
s’enrichit de plus en plus en solutés au fur a mesure que I’extraction progresse. Aussi,
I’extraction au Soxhlet est faite par I'utilisation de différents solvants de polarité croissante.

L’acétate d’éthyle, I’acétone, et enfin le méthanol. On obtient trois extraits végétaux en
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fonction du solvant utilisé (acétate d’éthyle, acétone et méthanol). Les extraits sont concentrés
a ’aide d’un évaporateur rotatif sous pression a température 50°C dans un rotavapeur, les
extraits obtenus. Ensuite, ils ont été séchés a 1’étuve a 50°C et conservé a 1’abri de la lumiére

pour les analyses ultérieures.

.-

Figure I. 3 : Extraction au Soxhlet (Montage de Soxhlet)

1.6.3. Extraction assistée par ultrason (US)

Pour extraire les acides phénoliques du matériel végeétal broyé (Cucurbita moschata et/ou
Phoenix dactylifera et/ou Raphanus sativus.L.) assistée par ultrason a été extraite dans un
appareil a ultrason dont un échantillon de 150g du matériel végétal broyé a été extrait avec
300 mL d’un mélange éthanol/eau (9/1). Trois paramétres d’extraction ont été examines dans
I’ordre suivant: temps d’extraction (10 - 45 min) et la température d’extraction (30 - 60 °C).
L’extrait a été filtré a 1’aide d’un papier filtre, le filtrat obtenu est concentré a 1’aide d’un
évaporateur rotatif sous pression a température 50°C dans un rotavapeur, le produit obtenu a
¢été séché a I’aide d’une étuve a 50°C, puis et conservé a 1’abri de la lumiere pour les analyses

ultérieures (Figure.l.4).

Figure.l.4 : Extraction assistée par ultrason

1.6. 4.Extraction assistée par micro-ondes (MO)
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L’extraction assistée par micro-ondes est réalisée dans des conduits identiques a 1’US.
Elle est accélérée par 1’utilisation de micro-ondes domestique. Ainsi 150 g de matériel végétal
broyé (Cucurbita moschata et/ou Phoenix dactylifera et/ou Raphanus sativus.L.) sont
introduites dans la chambre d’extraction avec 50 mL d’éthanol 80%. L’extraction dure 180s et
est répétée 3 x fois sous puissances de 350 W. Le produit obtenu a été récupéré par 50ml
d’éthanol/ méthanol (v/v) a ensuite été filtrés et le filtrat a été centrifugé a 4000 tr/min pendant
5 min. Le filtrat restant a été évaporé a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif sous pression
réduite a 50°C, ensuit a été conservé a I’abri de la lumicre pour les analyses ultérieures

(Figure.1.5).

r-‘l_ N

@rc
“_—

Figure 1. 5 : Extraction assistée par micro-onde

Rendement d’extraction

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait

et celle de la plante séche en poudre. 1l est calculé par la formule suivante :
Rendement = (PE / PM) X 100 .....cooiiiiiiiiiiisieieee et 2

PE : Poids d’extrait brut ; PM : Poids du matériel végétal broyé.

1.7. Dosage des composés phénoliques

La quantification des composés phenoliques est le plus souvent réalisee par
absorptiomeétre dans le visible ou par chromatographie en phase liquide (HPLC) avec une
détection spectrométrique dans 1’ultraviolet. La méthode absorptiometre est facile a mettre en

ccuvre. En revanche, la chromatographie en phase liquide est sensible et spécifique, mais
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demande un appareillage coliteux et se heurte a I’absence de composés commerciaux de

référence pour les identifications.

1.7.1. Dosage des composés phénoliques par la méthode de Folin-Ciocalteu

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin Ciocalteu [3]. Ce dosage est basé sur la
quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. Le
protocole utilisé est basé sur celui décrit dans le littérateur [4] en y apportant quelques
modifications. Brievement, dans des tubes & hémolyse en verre, un volume de 200 ul de
chaque extrait a été ajouté, avec un mélange de 1 mL de réactif Folin Ciocalteu dilué 10 fois,
et 800 ul d’une solution de carbonate de sodium a 4.25 % (m/v) (4.25g de Na.COs, dans
100mL de I'eau distillée). Les tubes sont agités et conservés pendant 30 min. L’absorbance est
lue & 765 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant 1’acide gallique a différentes concentrations (0 a 100pg/mL)
Tableau.l.1.

Tableau.l.1. Dosage des polyphénols totaux

Concentration (#g/mL) de I’acide

gallique 10 20 | 40 | 60 | 80 | 100

Volume de ’extrait (ul) 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200

Volume de Folin Ciocalteu (ul) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

oO|o|o| O

800 | 800 | 800 | 800 | 800 | 800

VVolume de Na2COs (ul)

Composés phénoliques + Réactif de Folin (Mo®" W®") — Réactif réduit de Folin (Amax =
690 - 710 nm) (Figure.1.6)

Figure.l.6 : Test positif de Folin

1.7.2. Dosage des flavonoides par la méthode d’AlCls
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Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium (AICl3s) avec lequel ils forment des complexes aluminium-
flavonoides. La méthode adoptée pour le dosage des flavonoides est celle décrite dans la
littérature [5]. Un volume 1mL de chaque extrait convenablement dilué dans un mélange
¢thanol/eau est ajouté a ImL d’AlClz a 2% (2g d’AlCI3 dans 100 mL d’eau distillée). Ensuite,
la solution est bien homogéneisée et I'absorbance a été mesurée immédiatement a 430 nm a

I’aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible [5].

1.8. Screening phytochimique
1.8.1. Recharche des tanins
Méthode 1.

En milieu acide fort (HCI 35%), les tanins précipitent plus ou moins rapidement, en
fonction de leur état de condensation (les composés les moins condensés restent en solution).
Cet indice renseigne sur la structure et le niveau de polymérisation des composés phénoliques
[6].

Méthode 2.

Quelques gouttes d’une solution de FeClz a 5 % dans 1’éthanol (solution préparée
extemporanément) sont ajoutées a quelques ml de décocté aqueux a 5 % ; une coloration
bleue - noiratre se développe en présence de tanins galliques. La coloration est brune-verte

en présence de tanins catéchiques [7] on a la réaction de Stiasny™* .

1.8.2. Recharche des anthocyanes
Quelques gouttes d’ammoniaque NH4OH 10% (10g dans 100mL) sont ajoutées a 0,5 mL

d’extrait aqueux. La réaction donne une coloration bleu foncé en présence d’anthocyane [8].

Dans ce travail, nous avons étudié la stabilité de la fraction isolée d’acide Syringique
(AS) par la p-Cyclodextrine (f-CD)(AS : p-CD)

* Réaction de Stiasny : En présence du réactif de Stiasny, les tanins condensés précipitent. 0,5 g de matériel
végétal est additionné a 5mL d'acétate d'ammonium (5 M) et 3 a 4 gouttes d'une solution de FeCls a 2 %, une
coloration bleue noire se développe confirmant ainsi I'existence de tanins galliques.
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1.8. Etude de la stabilité de la fraction isolée (Acide syringique) par la Formation de
complexe d’inclusion (AS/f-CD)

Les acides phénoliques sont des molécules associées par des liaisons hydrogéne, et donc
peu volatiles. lls sont généralement des principes solubles dans les solvants organiques
polaires. Ce sont des substances peu stables, facilement oxydables, sensibles aux températures
¢levées et aux pH excessifs, et qui ont tendance a s’isomériser sous 1’influence des rayons
ultraviolets. [9].

La lumiére, le pH, la température, la nature du solvant, la présence d’enzyme, d’ions
métalliques et d’oxydants ont été décrits comme des paramétrés influencant la stabilité des
polyphénols [10]. L’acide syringique est facilement oxydable et leur transformation est
possible aussi, qui rendant leurs utilisations limitées et difficiles.

1.8.1. Généralité sur les Cyclodextrine (CDs)

Les CD sont des malto-oligosaccharides cycliques [11,12], naturels et non réducteurs de
formule moléculaire (CsH100s)n, généralement constitués de 6 a 12 unités a-D-glucopyranose
dans la conformation chaise 4C-1 liées par des liaisons a-(1—4). Les trois cyclodextrines les
plus courantes contiennent 6, 7 et 8 unités glycosides et sont nommeées respectivement a-, -
et y-cyclodextrines (Figure. 1.7). 1l existe de nombreuses nomenclatures pour ces composeés :
ainsi la p-cyclodextrine peut étre appelée p-Dextrine de Schardinger [13,14],
cyclomaltoheptaose, cycloheptaglucane, cycloheptamylose ou encore cyclo-o-(1—4)-

glucoheptoside pour nommer.

OH
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HO OH "
OH ? .
o : : -r 2
o} ' " *
o OH k. " : .
H o o) - ' N ]
: ] H
[*] OH HO i ]
OH = L n!
o OH|5_OH OH e e AR oy
Face secondaire
HO
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2 (B-CD)
3 (v-CD)
(a) Structure chimique

(c) Unité glycosidique

Figure.l.7 : Représentation schématique des CDs (a) Structure chimique et (b) Structure

3D du CD (c) unité glycosidique

Les groupements hydroxyles secondaires portés par les carbones C-2 et C-3 se situent sur
le coté le plus large du cone appelé face secondaire tandis que les hydroxyles primaires en C-

6 se trouvent du c6té le plus étroit (face primaire). La libre rotation des hydroxyles primaires
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diminue le diameétre effectif de la cavité du cété ou ils se trouvent alors que les hydroxyles
secondaires sont en position plus figée. L’intérieur de la cavité est constitué par des atomes
d’hydrogene portés par les carbones C-3 et C-5 ainsi que par les atomes d’oxygene participant
a la liaison glycosidique, ce qui lui confere un caractere apolaire [13,14].
1.8.2. Propriétés des cyclodexterines

La structure des cones est formée autour d'un squelette carboné construit a partir d'unités
de glucose liées entre elles par des atomes d'oxygéne glycosidique. Du fait des positions
spatiales des différents groupes constitutifs des cyclodextrines, cette charpente crée des
cavités moléculaires aux propriétes trés primitives. Cette cavité d'un diametre d'environ 0,57 a
0,95 nm (Figure.l1.8) leur permet de contenir de nombreux composés organiques pour former

des complexes d'inclusion a I'état solide ou en solution [16,17].

Figure.1.8 : Structure tridimensionnelle des différentes cyclodextrines [17]

Tableau 1.2 : Caractéristiques des cyclodextrines naturelles [18, 19]

Caractéristiques a-CD p-CD y-CD
Nombre d’unités répétitives de glucose 6 7 8
Formule brute Cs6Hs0030 | C42H70035 | CasHsoOua0
Masse moléculaire (kg/mol) 972 1135 1279
Solubilité (H20, 25°C), mol/I 0.1211 0.0163 0.0168
Solubilité dans I’eau a 25°C ( g/100mL) | 14.5 1.85 23.2
Température de fusion (°C) 275 280 275
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1.8.3. Complexe d’inclusion
Les CDs forment des complexes d’inclusion avec un grand nombre de molécules. La
formation des complexes d’inclusion peut se produire aussi bien en solution qu’a 1'état solide
(Figure.1.9).
Hoéte (CD) + Invitee (PA) = Invitée-CD (PA: CD) Complexe (1/1)

HO 0|-| HO
‘ \'

HO OH H

Figure.l.9 : Schéma général (3D) de la formation d’un complexe d’inclusion (1:1) entre

une molécule hote CD et une molécule invitée [20].

En solution, la cavité de CD est occupée par des molécules d'eau. Les molécules d’eau
sont donc facilement remplacées par des molécules moins polaires. Des complexes de
structure et steechiométrie plus compliqués 2/1, 1/2 et 2/2 peuvent également étre obtenus

(Figure.1.10) [19].

2:4 22

Figure.l.10 : Représentation (3D) des différentes steechiométries des complexes

d’inclusion [17]

Les complexes d'inclusion formés entre les CDs et les molécules invitées conferent aux
complexes des propriétés physicochimiques et biologiques distinctes des propriétés

physicochimiques et biologiques qui séparent les CDs des molécules contenues [18].

1.8.4. Application des CDs

Dans les années 1940, cinquante ans apres la découverte des CDs seule une cinquantaine
de publications était recensée. Aujourd’hui, 'utilisation et 1’étude des CDs sont observées
puisque plus de treize mille travaux sur les CDs ont été publiés. Compte tenu de leurs
propriétés, les cyclodextrines trouvent des applications essentiellement dans 1’industrie
pharmaceutique (solubilisation, stabilisation, augmentation de la biodisponibilite de principes
actifs) [22-24], et alimentaire (encapsulation des arémes) [25], mais également en agriculture



et dans I'industrie textile, cosmétique ou chimique. Elles peuvent étre utilisées dans les
méthodes séparatives (séparation d’isoméres et d’énantiomeres) et dans les réactions

catalytiques grace a leur faculté a mimer les enzymes [26, 27].

1.8.5. Formation de complexe d’inclusion (AS/#-CD)

La préparation du complexe d’inclusion entre la f-CD et de la fraction isolé (Acide
syringique) (invité) avec le coefficient steechiométrie (1/1), a été réalisée par deux méthodes.
Formation du complexe d’inclusion par I’irradiation via micro-onde et 1’activation par les
ultrasons. Une quantité de mélange éthanol/eau (90/10) est ajouté & une quantité de -CD (M
= 1135 g/mol, m = 520mg, n = 0.45mmol) (15uM) et une quantité d’invité correspondant a
un rapport molaire (1/1), le produit brut est purifié par cristallisation dans le mélange 1/1de
AcOEt : Ether de pétrole, le mélange est laissé a 1’air libre, jusqu'a I’apparition d’un précipité,
ce dernier est filtré, puis séché sous vide, le produit est récupéré sous forme d’une poudre
blanche.

1.9. Etude de Pactivité antioxydante et antibactérienne de la fraction isolée d’acide
Syringique (AS), Extrait (A), Extrait (B) et Extrait (C) libre et en complexe
1.9.1. Activités antibactériennes

Pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’acide syringique isolé de chaque
produit et leur complexe d’inclusion, nous avons utilisé trois bactéries (une a Gram positif et
deux a Gram negatif). Ces souches ont été fournies par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée de I’Université Mohamed Boudiaf -M'sila, et ont été transférées dans 3mL d’un
milieu nutritif dans un tube a essais de 22 mL, puis une suspension dans de l'eau
physiologique a été préparée. La culture obtenue a été diluée afin de donner une concentration
approximative de 10° & 108 UFC / mL (0,5 Mc Farland standard) en conformité avec les
recommandations par CLSI (2020) [28].

Les souches de références S. aureus ATCC 22923 (Gram positive), E. coli ATCC22922
et P. aeruginosa ATCC27853 (Gram négative).

L’activité antibactérienne de ’acide syringique (AS) isolé de chaque produit et leur
complexe d’inclusion libre et/ou liés au S-CD est évaluée par la méthode de diffusion de
disque. L’obtention de 1’inoculum final s’effectue de la maniere suivante : Chaque culture
bactérienne est ensemencee en stries sur une gélose nutritive pour obtenir des colonies bien
isolées. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, quelques colonies sont transférées a
I’aide d’une anse de platine dans un tube a essai contenant de I’eau physiologique. Les

densités optiques sont ajustées a I’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 625



nm. La densité optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 1’équivalent de 108 UFC/mL.
L’inoculum ainsi préparé est dilué au 1/100°™ dans de 1’eau physiologique. La densité
optique finale obtenue de ’inoculum doit étre équivalente a 105 UFC/mL. Les boites de pétri
contenant le milieu Muller Hinton (MH) gélosé sont ensemencées par inondation [29]. Des
disques de papier filtre de 6 mm de diameétre préparés en extemporané sont stérilisés par
autoclavage, puis imprégnés ’acide syringique isolé de chaque produit et leur complexe
d’inclusion a tester dissous dans I’eau distillée (15uL pour chaque disque) car un probléme de
solubilité des dérivés libres a eu lieu. Les disques sont places aseptiquement sur la gélose
préalablement inoculée. Les boites sont laissées une heure a température ambiante, ensuit
retournées et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation, le diamétre
d’inhibition a ét¢ mesuré en millimétres disque (inclus).

L’activité antibactérienne est déterminée par mesure du diameétre des zones d’inhibition
autour des disques. L’absence de croissance bactérienne se traduit par un halo translucide
autour du disque, dont le diametre est mesuré et exprimé en millimétre [30]. Tous les tests ont

été répétés trois fois pour minimiser l'erreur.

1.9.2. Activités antioxydante
Evaluation de I’activité de ’acide syringique isolé de chaque produit et leur complexe

d’inclusion

La méthode a été choisie pour leur facilit¢ de mise en ceuvre et leur fiabilité pour
I’évaluation de [Dactivit¢ antioxydante de 1’acide syringique isolé et ses complexes
d’inclusion. 1l s’agit du test au 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH").

La méthode utilisée a été décrite par Molyneux [31]. Une quantité de 4mg de poudre de
DPPH® a été dissoute dans 100 mL de méthanol et la solution obtenue a été conservée a 1’abri
de la lumiere pendant 12 h. Chaque tube a essai contient 0,8mL d’une solution méthanolique
des substances testées a différentes concentrations (100,200,400,600,1000, 1200, 1400, 1600,
1800 et 2000 pg/mL), la solution de DPPH" (3.2mL) a été rajoutée. La lecture de 1’absorbance
a été faite au bout de 30 minutes au spectrophotométre a 517 nm en utilisant 1’éthanol comme
blanc. Trois mesures de 1’absorbance ont été effectuées pour chaque concentration testée.

Mesure de ’activité antioxydante par le test DPPH

Le test DPPH repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogene est un antioxydant. Le
radical DPPH" (radical libre), de coloration violette et qui présente une bande d’absorption

caractéristique a 517 nm, accepte I’hydrogene qui est cédé par 1’antioxydant pour former le
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DPPH (forme réduite). L’effet de I’antioxydant est proportionnel a la disparition du radical

DPPH’ et a la décoloration de la solution du violet au jaune [31] (Figure.l.2).

'T' Antioxyda '}' Antioxydal
Ne + —_— NH +
O,N NO, O3N NO;
OH O.

DPEH' DPPH
(Violet) (Jaune)

Figure.l.11 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant [31]

Le pourcentage d'inhibition (1%) ou bien (/’activité antioxydante) du radical libre DPPH’

est calculé selon la formule suivante.
J"]|:| —A
Ap

1% =

Avec :
I % : Le pourcentage d'inhibition ;
Ao : Absorbance du radical (DPPH") (t = 0 min) ;

A : Absorbance de I’échantillon contenant une dose de 1’acide syringique isolé et ses

complexes d’inclusion testé (t= 30 min);

Clso: La concentration des échantillons synthétisés provoquant 50% d’inhibition du radical
(DPPH"), est déterminée graphiquement par la régression linéaire a partir du graphe des

pourcentages d’inhibition (I %) en fonction de concentrions (C) des échantillons.

1.9.3. Analyse statistique

Les données expérimentales obtenues du dosage et de I’évaluation des activités

biologiques ont été exprimées par une moyenne et plus ou moins 1’écart type. Le coefficient
de corrélation des différentes propriétés a été déterminé en utilisant les programmes Origine 9
et I’Excel 2010 (Histogramme).
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Il. Résultats et discussions :
I1.1. Procédes d’extraction & le rendement d’extraction
11.1.1. Etude comparative des techniques d’extraction des composés phénoliques

La technique d’extraction est une étape trés importante dans I’isolement et la récupération
des composés phytochimiques existants dans de la matiére vegétale. Elle est influencée par sa
nature chimique, la méthode utilisée, la taille d’échantillon étudié, ainsi que la présence de
substances interférentes.

Dans ce travail, nous avons utilisé quatre méthodes d’extraction : Extraction par
macération classique (eau, éthanol absolu, éthanol aqueux, méthanol, acétone et acétate
d’éthyle), extraction par Soxhlet (éthanol absolu, éthanol aqueux, méthanol, et acétate
d’éthyle) et extraction assistée par ultrasons (éthanol absolu, éthanol aqueux) et assistée par
micro-onde (éthanol absolu, éthanol aqueux).

L’étude comparative de ces quatre méthodes d’extraction se porte normalement sur :

e Le rendement d’extraction des composés phénoliques;

e Le dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux ;

e Séparation et/ou isolément par différents solvants ;

e [’étude de la stabilité de la fraction isolée I’acide Syringique (AS) par la f-Cyclodextrine

(B-CD)(AS : 5-CD) (1:1);

e [’activité biologique (antibactérienne et antioxydant).

11.1.1.1. Détermination du rendement

Dans cette étude, le rendement (I’extrait, obtenu apres évaporation, contenant les
composés phénoliques et les flavonoides) a été déterminé par rapport a 150 g de la matiére
vegétale broyée (la Courge musquée Cucurbita moschata, la date deglet Nour Phoenix
dactylifera et le radis Raphanus sativus L.).

Le poids de I’extrait est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres
évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation). Les résultats de cette

manipulation sont représentés dans les tableaux. 11,1,2 et 3 et les figures 11.1, 2 et 3.


https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/117355
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Tableau.ll.1 : Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méethodes

d’extraction a partir de la courge musquée (Cucurbita moschata)

Modes de I’extraction Solvants Rendement %*

Eau 8,01

Acétate d’éthyle 7.25

Macération classique Méthanol 17.52
Acétone 2.5

Ethanol aqueux* 35.2
Méthanol 5.6

Soxhlet Ethanol absolu 25.00
Ethanol aqueux* 7.3

Ultrasons Ethanol aqueux* 63.20

Ethanol absolu 55.20

Micro-ondes Ethanol aqueux* 50.20

*Ethanol aqueux (EtOH/H20) ; * Ces rendements sont exprimés en pourcentage de la
matiere fraiche.

La comparaison des rendements des quatre modes est donnée sur I’histogramme ci-

dessous (Figure.l1.1).

100

Taux de Rendement (en %0)
[E=Y
o

Macération classique Soxhlet Ultrasons Micro-ondes

Figure.l1.1 : Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de courge

musquée Cucurbita moschata (en pourcentage de poids frais)
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Tableau.l1.2 : Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méethodes

d’extraction a partir de la Dates Deglet Nour (Phoenix dactylifera)

Modes de I’extraction Solvants Rendement %*
Eau 9,6
Acétate d’éthyle 14,6
Macération classique Méthanol 9,06
Acétone 12.5
Ethanol aqueux* 20.5
Méthanol 19.3
Soxhlet Ethanol absolu 32,3
Ethanol aqueux* 32.2
Ultrasons Ethanol aqueux* 75,48
Ethanol absolu 42.85
Micro-ondes Ethanol aqueux* 38.6

*Ethanol aqueux (EtOH/H20) ; * Ces rendements sont exprimés en pourcentage de la

matiére fraiche.

La comparaison des rendements des quatre modes est donnée sur I’histogramme ci-

dessous (Figure.l1.2).

100

Taux de Rendement (en %)

Macération classique Soxhlet Ultrasons Micro-ondes

Figure.l1.2 : Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de Dates Deglet

Nour Phoenix dactylifera (en pourcentage de poids frais)
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Tableau.l1.3: Poids d’extrait et rendement correspondant des quatre méthodes

d’extraction a partir de le Radis (Raphanus sativus L.)

Modes de I’extraction Solvants Rendement %*

Eau 12,68

Acétate d’éthyle 16,7

Macération classique Méthanol 9,88
Acétone 9.2

Ethanol aqueux* 20.2

Méthanol 19.25

Soxhlet Ethanol absolu 2,08
Ethanol aqueux* 35.5

Ultrasons Ethanol absolu 59,04

Ethanol aqueux* 69.75

Micro-ondes Ethanol aqueux* 45.20

*Ethanol aqueux (EtOH/H20) ; * Ces rendements sont exprimés en pourcentage de la

matiéere fraiche.

La comparaison des rendements des quatre modes est donnée sur I’histogramme ci-

dessous (Figure.ll.3).
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Macération classique Soxhlet Ultrasons Micro-ondes

Figure.11.3 : Histogramme illustrant le taux de rendement en extraits de Radis
Raphanus sativus L. (en pourcentage de poids frais)
D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que :
v’ Le rendement le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction assistée par ultrasons
dans les deux cas (éthanol aqueux et éthanol absolu) suivie par la méthode d’extraction

Micro-onde, la méthode d’extraction par Soxhlet et enfin par macération classique;


https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/117355
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v’ Le rendement de I’extraction assistée par ultrasons dans le cas de [I’utilisation de
I’éthanol/H2O (éthanol aqueux) dans les cas les trois matieres végétaux est plus élevé que
celui de I’extraction assistée par ultrasons dans le cas de 1’éthanol (éthanol absolu) dans les
trois matieres végetales.

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites
par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la matiére
végétale. Il est dépend de plusieurs paramétres tels que : le mode d’extraction, le solvant, la
température, le temps d'extraction, le mode d'agitation et la matiére vegétale utilisé.

D'apres la littérature, 1’utilisation combinée de 1'eau et du solvant organique peut faciliter
I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans l'eau et/ou dans le solvant
organique. Dans ce contexte, nous avons remarqué que le solvant le plus efficace pour
extraire les composés phénoliques et/ou flavonoides a partir des trois matiéres végetales
utilise dans ce travail est 1’éthanol aqueux suivi par 1'éthanol absolu (dans le cas de
I’extraction assistée par ultrasons).

Par ailleurs, I’extrait ne renferme pas uniquement les composés phénoliques et les
flavonoides, il contient également d’autres substances naturelles. Dans notre cas, peut étre les
trois matiéres végétales broyée solubles dans 1’eau sont présentes en quantité importante et
sont 1’'un des causes essentielles de 1’augmentation du rendement correspondant a la méthode
d’extraction assistée par ultrasons.

Ces substances peuvent étre de nature protéiques ou carbohydrates (dans le cas de les
dattes Deglet Nour Phoenix dactylifera). 1l y a par ailleurs une autre raison qui pourrait avoir
un impact sur le rendement d’extraction, c’est le temps d’extraction qui est généralement tres
long dans le cas de la premiére méthode (macération classique) (12 heures x 2) par rapport
aux deux autres modes d’extractions (45 min). Selon la littérature, la progression de temps
d’extraction peut diminuer le rendement de I'extrait et cela peut étre di a la dégradation de
certaines substances naturelles.

Les résultats révelent une influence significative du pouvoir d’extraction du solvant sur le
rendement. Le solvant mixte s’est montré particuliérement efficace. En effet, I’éthanol aqueux
présente les plus forts rendements. De plus, les résultats indiquent que les teneurs en
composés phénoliques totaux varient significativement selon le solvant utilisé et le mode
utilisé.

Dans le cas général, les composés phénoliques, classe de molécules plutdt hydrosolubles,
sont majoritairement extraits par des solvants de polarité forte. Ainsi, les solvants qui ont été

retenus pour notre étude sont 1’éthanol, qui présente une polarité élevée et 1’eau dont la



polarité est la plus elevée. En revanche, un mélange éthanol/eau avec des rapports molaires
différents, augmente la polarité du mélange, en plus, il donne une spécificité d'extraire les
acides phénoliques et précisément I'acide syringique, de plus, les modes d’extraction utilisés
dans cette étude est pour but d'améliorer I'extraction de I'acide syringique en appliquant des
ondes ultrasons (extraction assistée par ultrasons) ou des micro-ondes (extraction assistée par

micro-ondes).

11.2. Dosage des composés phénoliques par la méthode de Folin Ciocalteu

L’analyse qualitative des extraits des substances (A,B et C) permet de mettre en évidence
de la présence et/ou 1’absence des composés phénoliques, des flavonoides, des tanins et des
anthocyanes, par des réactions de caractérisation qualitatives, des réactions qui sont basées sur
des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques pour chaque

famille de composés ou un examen sous UV.

11.2.1. Teneur en composés phénoliques totaux

Notre objectif est de déterminer la teneur des composés phénoliques totaux de I’extrait
issu par les trois modes. Avant les analyses quantitatives des composes phénoliques totaux,
nous avons étudié a I’ceil nu le changement de couleur aprés l'ajout de réactif de Folin
Ciocalteu dans les trois matieres végetales étudie.

Les Résultats du dosage des composés phénoliques dans les extraits (A, B et C) sont

présentées dans les tableaux.11.4,5 et 6.

Tableau.l1.4 : Résultats du dosage des composés phénoliques apreés I'ajout de réactif de
Folin Ciocalteu de I’extrait de la courge (Cucurbita moschata) (Extrait A)

Coloration
Ne | Méthode Solvant a to Aprés 30min Remarque
1 | Macération Ethanol aqueux | Vert claire | Bleu trés clair +
Extrait | 2 | Soxlhet Ethanol absolu Bleu claire Bleu clair +HH+
(A) 3 | Ultrasons Ethanol aqueux | Vert claire | Bleu trés foncé bt
4 | Micro-ondes | Ethanol aqueux | Bleu claire Bleu foncé et

++ = légére, ++++ = important, ++++++ = trés important
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Tableau.l1.5 : Résultats du dosage des composés phénoliques aprés I'ajout de réactif de
FolinCiocalteu de I’extrait de la Datte (Phoenix dactylifera) (Extrait B)

Coloration

Ne | Méthode Solvant ato Apres 30min | Remarque
1 | Macération | Ethanol aqueux | Bleu claire | Bleu trés foncé | ++++++++

Extrait | 2 | Soxlhet Ethanol absolu | Bleu claire | Bleu trés foncé | ++++++++

(B)

4 | Micro-ondes Bleu claire | Bleu trés foncé | ++++++++

Ethanol aqueux

+++++ = trés important

—

(3)! @B ! )

Tableau.l1.6 : Résultats du dosage des composés phénoliques apres I'ajout de réactif de
Folin Ciocalteu de I’extrait du radis (Raphanus sativus L.) (Extrait C)

Coloration
Ne | Méthode Solvant ato Apres 30min | Remarque
1 | Macération Ethanol aqueux | Vert claire Bleu trés clair | +
Extrait | 2 | Soxlhet Ethanol absolu | vert claire Bleu clair +HHHt
© | e e
4 | Micro-ondes | Ethanol aqueux | Jaune claire | Bleu foncé b

+ = légere, ++++ = important, ++++++ = trés important
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Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme (ug) équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait sec), en utilisant 1’équation linéaire (y = ax + b)
de la courbe d’étalonnage tracée avec des solutions d’étalon de 1’acide gallique a différentes

concentrations (Figure.l1.4).

14
— y = 0,0116x + 0,0425
Q12 R2=0,9942
>
g 0,8 -
=3 ¢
O 06 -
N
é 04 - ¢ DO
3 02 - —— Linear (DO)
O ‘ T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Concentration (u#g/mL) de I’acide gallique

Figure.l1.4 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

La courbe d’étalonnage (y = 0.0116 x + 0.0425 et le coefficient de corrélation de l'ordre
de R? = 0.9942) de I’acide gallique prouve que la relation entre la concentration et
I’absorbance est proportionnelle, donc la loi de Beer Lambert est vérifiée dans la gamme des

concentrations utilisées.
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Tableau.l1.7 : Teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits des substances
(A, BetC) (mgeqAG/g ES)

Extrait Quantité des composés phenoliques totaux(en mg EAG/g ES)
Extrait (A) 51.50
Extrait (B) 70.18
Extrait (C) 39.73

AG : Acide Gallique, EAG : Equivalent d’Acide Gallique, ES : Extrait Sec

Quantité des composés phénoliques totaux(en mg
EAGI/g ES)

80
60
40

20

Extrait (A)
Extrait (B)

Extrait (C)

Figure.ll.5. Histogramme illustrant le teneur en composés phénoliques totaux dans les
extraits des substances (A, B et C) (mg éq AG/g ES)

La Figure.l1.4 : représente la courbe d’étalonnage qui a été tracée pour cet objectif. Les
teneurs en composés phénoliques totaux de I’extrait éthanoique (A, B et C) de la courge
musquée Cucurbita moschata, la datte deglet Nour (Phoenix dactylifera) et/ou le radis
(Raphanus sativus L.) issu des extraits de 1’ultrason ont été obtenues par extrapolation des
valeurs des densités optiques (DO) obtenues a 765 nm en utilisant les courbes d’étalonnage.
Elle est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait
éthanoique. La teneur en composés phénoliques de la courge musquée Cucurbita moschata
et/ou le radis (Raphanus sativus L.) et/ou la date deglet Nour (Phoenix dactylifera) calculée
est de I’ordre de 39.73, 51.50 et 70.18 mg EAG/g d’extrait sec respectivement (Figure.ll.5).
Cette variation peut s’expliquer par le fait que I’extraction des composés phénoliques, dépend
de la matiere végétale, du solvant mixte utilisé et les modes d’extractions et des conditions

opératoires.
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Cependant, cette valeur est due au mélange de solvants qui assure 1’extraction d’un grand
nombre de composés phénoliques, ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs
qui ont réveélé que les solvants mixtes sont trés efficaces a extraire les composés phénoliques
[1], I"utilisation de solvants mixtes aboutit a un fort enrichissement des extraits en composés
phénoliques. La supériorité des solvants mixtes serait due a I’augmentation de la solubilité des
composes phénoliques dans les extraits obtenus par des solvants aqueux comparés a ceux
obtenus par des solvants purs [2]. D’aprés ces résultats, on déduit que le contenu des
composés phénoliques dans les extraits examinés, dépend de la polarité du solvant mixte
utilisé pour I’extraction.

Enfin, ce test, basé sur une réaction d’oxydo-réduction, peut étre également considéré
comme une méthode d’évaluation de ’activité antioxydante. De ce fait, les extraits les plus
riches en composés phénoliques peuvent étre également considérés comme les plus

antioxydants.

11.2.2. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé¢ selon la méthode a trichlorure d’aluminium
(AICI3), nous notons que la couleur des extraits dans les trois les extraits (A, B et C). N’a pas

changé, d’ou nous concluons 1’absence des flavonoides (Figure. 11. 6).

Figure. 11. 6 : Résultats de test négatif des flavonoides

11.2.3. Dosage des Tanins

Aprés avoir ajouté du HCIl aux extraits (A, B et C). Nous n’avons pas remarqué

précipitent de tanins, ce qu’indique 1’absence des tanins dans les extraits (Figure.l1.7).
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Figure.l1.7 : Résultats de test négatif des Tanins
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11.2.4. Dosage des Anthocyanes
Lorsque du NH4OH est ajouté aux extraits (A, B et C), leur couleur ne change pas (le

bleu foncé n’apparait pas) (Figure. 1. 8).

Figure.Il.8 : Résultats de test négatif de I’anthocyane

D’aprés les résultats de ce dosage, on note 1’absence des anthocyanes dans les trois
extraits (A, B et C).

Enfin, les tests préliminaires ont révélé la présence des composés phénoliques, et
I’absence de flavonoides, de tanins et d’anthocyanes dans les extraits (A, B et C) (éthanol
aqueux).

11.3. Séparation, fractionnement et isolement des composés
I1.3.1. Séparation de I’acide syringique par de différents solvants

La séparation de 1’acide syringique issu aux extraits (A, B et C) est faite par 1’utilisation
de différents solvants de polarité croissante. Ether de pétrole, le dichlorométhane, I’acétate
d’éthyle et enfin 1’éthanol. On obtient quatre fonctions du solvant utilisé. Figures (11.9, 10 et
11)

La séparation est suivie par CCM (acide acétique : Méthanol (50 :2.5 :47.5)). La
révélation des taches est effectuée par :

v' Lampe UV (254 nm et 365nm) ;
v Larévélation est faite a I’aide du réactif de Folin Ciocalteu suivie d’un chauffage (150°C).
Les fractions obtenues sont concentrées a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite
pour conduire aux produits désurés.

Les quatre fractions isolées ont été identifiées par les méthodes spectroscopiques usuelles
(UV et IR).

La caractérisation par la spectrométrie ultraviolet-visible (UV) pour but de trouver la
longueur d’onde maximum (Amax) d’absorption de chaque fraction. En général, la longueur
d’onde maximum (Amax) st utilisée pour la meilleure détection du composé phénolique dans
I’extrait. Un avantage particulier des phénols est celui d'avoir des spectres UV distinctifs ou

des différences structurales peuvent étre observées, permettant ainsi le diagnostic rapide de



leurs caractéristiques structurales. Les acides phénoliques sont généralement caractérises par
des maximums d'absorption entre 254-320 nm. Par exemple, I'acide vanillique et anisique
peuvent étre détectés a 254 nm, l'acide gallique & 270nm et l'acide syringique a 274 nm,
I'acide salicyliqgue a 305 nm tandis que les acides chlorogénique, caféique, gentisique,
sinapique, p-coumarique, férulique et rosmarinique sont caractérisés par une absorption
maximale a 320 nm [3,4].

La caractérisation par la spectroscopie infrarouge (IR) pour but de déterminer les
differents groupements fonctionnels existe dans les composés phénoliques. Les acides
phénoliques possédant au moins une fonction carboxyligue (COOH) et un hydroxyle
phénolique (PhOH). Par exemple, I'acide gallique possédé une fonction carboxylique et des
hydroxyles, phénoliques aussi I'acide syringique est constitué d'un cycle benzene substitué par
un groupe carboxyle, un groupe hydroxyle (OH) en position para et deux groupes métoxyle

(OCHs3) occupant les positions méta. Il est ainsi I'éther diméthylique de I'acide gallique.

0.3 -
—— Fraction 1 (Ethanol)
—— Fraction 2 (Dichlorométhane)
Fraction 3 (Acétate d'éthyle )
0.2 -

——— Fraction 4 (Ether de pétrole)

-0.1

T T T T 1
300 400 500
Longueur d'onde (nm)

Figure. IL.9. Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issues

de Pextrait (A) de la courge (Cucurbita moschata)



Extrait (B) la datte (Phoenix dactylifera)
~— Fraction 1 (Ether de pétrole)
4 A —— Fraction 2 (Ethanol)
\ — Fraction 3 (Dichlorométhane)
— Fraction 4 (Acétate d'éthyle)
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Figure. 11.10. Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issues
de P’extrait (B) de la datte (Phoenix dactylifera)

Extrait (C) le radis (Raphanus sativus L.)
Fonction (1) (Ether de pétrole)
——— Fonction (2) (Dichlorométhane)
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460 560
Longueur d'onde (nm)

Figure. 11.11. Spectre d’absorption UV de comparaison entre les quatre fractions issues
de P’extrait (C) du radis (Raphanus sativus L.)

D’apreés, les figures (11.9, 10 et 11) en observe que I'acide syringique est présenté dans
trois extraits (A, B et C), cette présence prouvée par la valeur de longueur d’onde (A =
274nm).

I1.4. Etude de la stabilité du polyphénol et la fraction isolée (Acide syringique) par la
formation de complexe d’inclusion (AS/#-CD)

11.4.1. Formation du complexe d’inclusion (AS : -CD) 1 :1



Notre travail est s’orienté vers une étude de la formation d’un nouveau complexe
d’inclusion par deux méthodes : la méthode de I’irradiation via micro-onde et la méthode de
I’activation par I’ultrasons entre I’AS et la f-CD, qui est décrit pour la premiére fois. Le
complexe d’inclusion (AS : p-CD) obtenu sous forme solide, avec une efficacité
d’encapsulation de I’ordre de 82% et 87% respectivement, indique que les pertes sont
négligeables durant le processus de I’irradiation et/ou 1’activation.

Ces techniques des procédés les plus recommandés pour I’encapsulation des invités
thermolabiles, sensible a lumicre et instables en solutions aqueuses a pH acide. L’objectif
recherché était de pouvoir stabiliser I’AS contre I’oxydation et le stocker pour une longue

durée.

Figure. 11.12. Formation du complexe d’inclusion (AS : #-CD)

11.5. Résultats des tests biologiques
11.5.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits (A, B et C) libres et la fraction isolée 1I’AS libre et ses
complexes d’inclusion a été évaluée in vitro par la méthode de réduction de radical libre
DPPH.
11.5.1.1. Expression des résultats
11.5.1.1.a. Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir de 1’équation suivante :

Abs — Abs
1% = ———— x 100
Ab5517



Tableau.l1.8 : pourcentage d’inhibition (I en %0)

Concentration (Ug/mL)

100 200 400 600 | 1000 | 1200 | 1400 | 1600 | 1800 | 2000

Extrait A 526 |9.03 |803 |1342 |24.71 | 2559 | 41.53 | 46.67 | 53.82 | 54.07
Extrait B 14.30 | 24.84 | 27.47 | 35.75 | 37.39 | 40.02 | 51.69 | 62.48 | 72.27 | 75.15
Extrait C 0.87 | 112 12.17 | 12.54 | 16.43 | 25.34 | 27.85 | 37.26 | 37.39 | 40.40
Fraction isolée (AS) 1% 0.10 |6.34 |6.45 |894 |9.46 | 1155 |18.41 |27.15 | 27.47 | 37.56
Complexe (EA/ p-CD) 8.19 | 18.31 | 19.90 | 20.47 | 27.05 | 26.62 | 28.32 | 55.78 | 65.41 | 67.91
Complexe (EB/ 5-CD) 0.10 | 1147 | 17.89 | 24.76 | 32.04 | 37.66 | 40.16 | 55.35 | 68.88 | 88.24
Complexe (EC/ p-CD) 6.71 | 13.76 | 17.06 | 17.40 | 18.88 | 29.69 | 30.83 | 31.85 | 41.63 | 39.65
Complexe (AS/f-CD) 756 | 10.25 | 17.36 | 23.56 | 29.99 | 36.85 | 44.23 | 53.00 | 58.12 | 61.78

E : Extrait

A toutes les concentrations testées, les extraits (A, B et C) libres et la fraction isolée I’AS

libre et ses complexes d’inclusion ont inhibé significativement le radical DPPH® de maniére

dose dépendante. L’extrait B libre et en complexe d’inclusion (EB:5-CD) a montré une

activité supérieure a celui des extraits (A, C ) et a la fraction isolée AS libres et ses complexes

d’inclusion. En effet, le complexe d’inclusion (EB:5-CD) et 1’extrait B libre atteint presque

son maximum d’activité a 2000pg/mL avec un pourcentage d’inhibition (P1%) de 88.24% et

le I’extrait B libre atteint aussi son maximum d’activité a 2000pg/ mL. Quant a I’extrait (A,

C) et la fraction isolée AS libres, son Pl le plus important (67.91%) est observé a la

concentration de 2000 pg/mL (Figure.11.13). Pour mieux comparer les activités des extraits

(A, B et C), et la faction isolée de I’AS libre et ses complexes d’inclusion, les Clsg ont été

déterminées. Ainsi, I’extrait B et en complexe d’inclusion (EB:$-CD) a une Clso inférieure a

celle des extraits A, C et la fraction isolée AS libre et ses complexes d’inclusion avec des

valeurs respectives de 35.79 pg/mL et 111.88 pg/ mL. L’histogramme ci-dessous rapporte

’activité antioxydante de nos extraits libres et ses complexes d’inclusion (Figure.l1.14).
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Figure.l1.13. Pourcentage d’inhibition radical DPPH® par les extraits (A, B et C) libres

et la fraction isolée AS libre et ses complexes d’inclusion
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Figure.ll.14. Les Clso des extraits (A, B et C) libres et la fraction isolée AS libre et ses
complexes d’inclusion
Le complexe d’inclusion (EB/S-CD) posséde une capacité de réduction du radical libre, la
concentration requise pour la neutralisation et la stabilité de 50% de la concentration du
DPPH est de I’ordre de 35.79 pg/mL.



11.5.2. Activité antimicrobienne :

La détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caractére de sensibilité
ou de résistance de la souche bactérienne vis-a-vis des extraits testés. L’extrait est considéré
comme bactéricide si aucune colonie n’est observée dans la zone d’inhibition. Par contre, il
est dit bactériostatique quand quelques colonies sont présentes méme en densité faible. Les
résultats montrent que les réponses sont tres variables en fonction de la souche testée, du type
d’extrait et de la concentration utilisée. Ils permettent de mentionner que : (tableau.l1.9).

Tableau.l1.9 : Les résultats des tests antimicrobiens des extraits (A, B et C) libres et la
fraction isolée AS libre et ses complexes d’inclusion

Diamétre des zones d’inhibition (mm), concentrations minimales inhibitrices et

sensibilité des souches bactériennes

Concentrations (en mg/mL)
0.625
DZI (mm) EA|EB|EC|AS|CEA | CEB | CEC | CAS | DMSO
S. aureus - - - - - - - - -
Souche | E. coli - - - - - - - - -
P. aeruginasa - - - - - - 8 - -

(*) Les écarts sont le résultat de 2 répétitions. Le diameétre du disque est de 6 mm.
EA : Extrait A; EB : Extrait B ; EC : Extrait C; AS: Acide Syringique ; CEA : Complexe d’inclusion de
I’extrait A ; CEB : Complexe d’inclusion de 1’extrait B ; CEC : Complexe d’inclusion de I’extrait C ; CAS:

Complexe d’inclusion de 1’acide Syringique.

Concentrations (en mg/mL)
0.125
DZI (mm) EA|EB|EC|AS | CEA | CEB | CEC| CAS | DMSO
S. aureus - - - - - - - - -
Souche | E.coli - - - - - - - - -
P.aeruginasa | 10 | - - - - - 15 - -

(*) Les écarts sont le résultat de 2 répétitions. Le diamétre du disque est de 6 mm.

Concentrations (en mg/mL)

2.5
DZI (mm) EA|EB|EC|AS|CEA | CEB|CEC| CAS | DMSO
S. aureus 17 | - - - 20 - - - -
Souche | E. coli - - - - - - - - -
P. aeruginasa - - - - - - - - -
(*) Les écarts sont le résultat de 2 répétitions. Le diameétre du disque est de 6 mm.




Le résultat des tests d’activités antibactériennes montre que S. aureus est sensibles a
I’extrait A avec une zone d’inhibition de 17 mm (2.5mg/mL) et en complexe d’inclusion aussi
avec une zone d’inhibition 20mm (2.5mg/mL). Par contre, pour P. aeruginasa et E. coli ont
montré une résistance a cet extrait. Le témoin (DMSO) n’a exercé aucune activité inhibitrice,
les colonies se développent normalement en sa présence, donc ¢’est un bon diluant pour cet

extrait et ses complexes.

11.6. Conclusion

L’extraction des composés phénoliques (les acides phénoliques) est une étape cruciale
pour la valorisation de ces bioactifs actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié
qui préservent leurs propriétés biologiques. De cette étude, il ressort que 1’ultrason par
1’éthanol/eau est la meilleure technique d’extraction des acides phénoliques totaux.

Les résultats du test au DPPH ont montré que les extraits (A, B et C) libres et la fraction
isolée AS libre et ses complexes d’inclusion a une activité antioxydante forte que I’extrait A
et en complexe d’inclusion. L’activité antimicrobienne a été évaluée sur trois souches
bactériennes, par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les résultats biologiques obtenus
tout au long de ce test ont montré que ’extrait A et en complexe d’inclusion a une activité
antibactérienne importante contre S. aureus (2.5mg/mL), et moyennement actif contre P.

aeruginasa (0.125 mg/mL) et le complexe d’inclusion de I’extrait C (0.125mg/mL).
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Cette étude nous a permis de mettre en évidence une variabilité intéressante entre les
trois matieres végétales (la courge (Cucurbita moschata), datte (Phoenix dactylifera) et le
radis (Raphanus sativus L.)

L’extraction des composés phénoliques (les acides phénoliques) est une étape cruciale
pour la valorisation de ces bioactifs actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié
qui préservent leurs propriétés biologiques. De cette étude, il ressort que l'ultrason par
I’éthanol/eau est la meilleure technique d’extraction des acides phénoliques totaux. Ainsi, les
solvants qui ont été retenus pour notre étude sont-ils 1’éthanol, qui présente une polarité
élevée, I’cau dont la polarité est la plus élevée.

En revanche, un mélange éthanol/eau avec des rapports molaires différents, augmente
la polarité du mélange, en plus, il donne une specificité d'extraire les acides phénoliques et
précisément l'acide syringique, de plus, les modes d’extraction utilisés dans cette étude est
pour but d'améliorer I'extraction en appliquant des ondes ultrasons (extraction assistée par
ultrasons) ou des micro-ondes (extraction assistée par micro-ondes).

Le rendement le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction assistée par
ultrasons dans les deux cas (éthanol aqueux) suivie par la méthode d’extraction assistée par
micro-onde, la méthode d’extraction par Soxhlet et enfin par macération classique les trois
matieres végétales, le taux €leve de rendement de ’extrait B est celui de 1'ultrason a 75.48%,
et un rendement fable de I’extrait C dans le cas Soxhlet a 2.08% Les différents extraits
obtenus ont été analysés quantitativement par spectrophotométre UV- visible pour leur
contenu en composés phénoliques, en acides phénoliques partialement 1’acide syringique, les
résultats du dosage montré I’absence de flavonoides, de tanins et d'anthocyanes, en observe
que l'acide syringique est présenté dans les trois extraits (A, B et C), cette présence prouvée
par la valeur de longueur d’onde (A = 274nm). Cette variation peut s’expliquer par le fait que
I’extraction des composés phénoliques, dépend de la matiere végetale, du solvant mixte utilisé
et les modes d’extractions et des conditions opératoires.

La méthode du détecteur de couleur du Folin Ciocalteu montré des résultats positifs et
cela confirme I’effet antioxydant des acides phénolique (acide syringique). Les teneurs en
composés phénoliques totaux de I’extrait (A, B et C) de la courge musquée Cucurbita
moschata et/ou la date deglet Nour (Phoenix dactylifera) et/ou le radis (Raphanus sativus L.)
issu des extraits de I’ultrason ont été obtenues par extrapolation des valeurs des densités

optiques (DO) obtenues a 765 nm en utilisant les courbes d’étalonnage. Elle est exprimée en



milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait éthanoique. La teneur en
composés phénoliques de la courge musquée Cucurbita moschata et/ou le radis (Raphanus
sativus L.) et/ou la date deglet Nour (Phoenix dactylifera) calculée est de I’ordre de 39.73,
51.50 et 70.18 mg EAG/g d’extrait sec respectivement. Cette variation peut s’expliquer par le
fait que I’extraction des composés phénoliques, dépend de la matiére végétale, du solvant
mixte utilisé et les modes d’extractions et des conditions opératoires.

Les résultats du test au DPPH ont montré que les extraits (A, B et C) libres et la fraction
isolée AS libre et ses complexes d’inclusion a une activité¢ antioxydante forte que I’extrait A
et en complexe d’inclusion. L’activité antimicrobienne a été évaluée sur trois souches
bactériennes, par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les résultats biologiques obtenus
tout au long de ce test ont montré que 1’extrait A et en complexe d’inclusion a une activité
antibactérienne importante contre S. aureus (2.5mg/mL), et moyennement actif contre P.
aeruginasa (0.125 mg/mL) et le complexe d’inclusion de I’extrait C (0.125mg/mL).

L’encapsulation par la B-CD a présenté 1’avantage de conserver les activités
antioxydante et antimicrobienne des extraits (A, B et C) et la fraction isolée AS qui semblent
étre principalement influencées par leur structure et leur caractére hydrophobe. Ces résultats
peuvent fournir des informations expliquant I’efficacité et la faisabilité¢ d’utiliser les extraits
(A, B et C) et la fraction isolée AS ainsi que leurs complexes d’inclusion avec le f-CD.

Dans I’ensemble, les résultats de [’étude approfondissent et renforcent nos
connaissances sur les systémes d’encapsulation moléculaires utilisant la f-CD en contribuant
a élargir I’utilisation des extraits (A, B et C) et I’AS et leurs complexes d’inclusion dans des

formulations alimentaires et pharmaceutique .



Résume : L'acide syringique (AS), un composé phénolique souvent présent dans les fruits et légumes. Il montre un large éventail d'applications
thérapeutiques dans la prévention du diabéte, maladies cardiovasculaires, cancer, cérébral ischémie ; ainsi l'acide syringique possede une activité
antioxydante, antiseptique, antinitrosante, antimicrobienne, anti-inflammatoires, antiendotoxique ...etc. De nos jours, les études portent sur I'utilisation de
l'acide syringique comme alternatifs aux agents antimicrobiens, antinitrosantes, antioxydants et anti-inflammatoires pour leur incorporation dans la
ique est généralement limitée en raison de leur faible

formulation des produits alimentaires et pharmaceutiqug gpendant, [’utilisation de l'acide syri

Bl

stabilité. L objectif de notre travail a été d’encg la p-cyclodextrine (8-CD) en vue de développer des

systemes naturels et éco-compatibles ayant d ¢ i imentaire et pharmaceutique. Quatre axes ont été abordés. Le

premier axe a porté sur le développement dgs e I’acide syringique dans certains fruits et

légumes cultivés dans la région de M'sila S arfete 0 ie sont: (la courge (Cucurbita moschata), le

Radis (Raphanus sativus L.) et la datte paration et la caractérisation des complexes

d’inclusion B-CD/AS avec un rapport rles trois extraits, et I’acide syringique. Le

dernier axe a été orienté vers 1’étude des extraits (A, B et C) et I'AS libre et en

complexe. Les résultats montrent g et I’AS, augmenter leur stabilité. De plus,

I’encapsulation est conservé les prop S. Les résultats de cette étude suggerent que

les complexes d’inclusion des trois ¢ outils prometteurs pour I’optimisation des

formulations alimentaires et pharmaci

Mots Clés : Antioxidant, antinitrosan extraction, stabilisation.
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Abstract: Syringic acid (SA), a phenolic compoun often fi
in the prevention of diabetes, cardiovascular disease, ca
antinitrosant, antimicrobial, anti-inflammatory, antiendoto;
antimicrobial, antinitrosant, antioxidant and anti-inflamma
products. However, the use of syringic acid is generally
syringic acid in cage molecules, g-cyclodextrin (5-CD) i
in the food and pharmaceutical fields. Four axes were ad
extraction, isolation and identification of syringic acid gi
sources of AS), the three varieties that we chose are: (the
Nour date (Phoenix dactylifera). The second axis focused @
a ratio (1:1). The third axis focused on the evaluaticA
oriented towards the study of anti-oxidative and anti
complex. The results show that the -CD are able to encapsu
the encapsulation retains the antioxidant and antibacterial pra
suggest that the inclusion complexes of the three extracts (A,
optimization of food and pharmaceutical formulations.

Keywords: antioxidant, antmltrosan’ﬁ[;'dleaAdhvdmxv A i ‘xytwmiqﬁeaction, stabilisation

shows a wide range of therapeutic applications
ingic acid has antioxidant activity, antiseptic,
on the use of syringic acid as an alternative to
in the formulation of food and pharmaceutical
. The objective of our work was to encapsulate
-compatible systems with potential applications
) the development of modern techniques for the
pwn in the region of M'sila and Biskra (natural
Radish (Raphanus sativus L.) and the Deglet-
ation of the 8-CD/AS inclusion complexes with
extracts and syringic acid. The last axis was
e Jetracts (A, B and C) and the free AS and in
nd C) and AS, increase their stability. In addition,
cts (A, B and C) of SA. The results of this study
B-CD can be considered as promising tools for the



