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Résumé

Il a été prouvé au cours des derniéres annees que les aliments fonctionnels jouent un réle
important dans la promotion de la santé humaine et la réduction de diverses maladies, grace aux
nutriments de base et aux phytonutriments gu'ils contiennent. Les graines de Chia ne sont pas
nouvelles dans 1’alimentation. Elles ont été utilisées méme a 1'époque précolombienne par les
Aztéques comme denrées alimentaires. Ces graines sont considérées comme un aliment
fonctionnel car elles apparaissent comme une source importante de fibres alimentaires (solubles
et insolubles), d’acides gras (oméga-3), de protéines, de composés biologiquement actifs et

polyphénoliques.

Le premier volet de notre étude sur les graines de Chia a pour but la détermination quantitative
des métabolites primaires via le dosage des sucres totaux avec des techniques colorimétriques,
la détermination de la teneur en matiére grasse qui €té réalisée dans un appareil approprié de
type soxhlet avec un solvant organique, et enfin la détermination de la teneur en cendres basé
sur I’incinération dans un four a moufle. Le deuxiéme volet basé sur I’extraction et le dosage
des phénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins condensés et hydrolysables par
le réactif de Folin-ciocalteu, le trichlorure d’aluminium, par le test de vanilline et par le chlorure
ferrique respectivement.La derniére partie est 1I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
des graines de Salvia hispanica L qui est déterminée in vitro en utilisant la capacité antioxydante

totale.

Les résultats obtenus, ont montré la présence des sucres totaux a raison de 40.15%, une teneur en
matiére grasse de 32.29% ainsi que 6,56% en cendres. La détermination des teneurs en polyphénols a
révélée une teneur élevé en polyphénols totaux avec 19.06 mg EAG/g MS, suivi des flavonols avec
12.30 mg EC/g MS, et des tanins condensés 10.87 mg EC/g MS, des flavonoides avec 8.32 mg EC/g
MS, alors que la plus faible teneur est marquée par les tanins hydrolysables avec 0.13 mg EC/g MS.
L’évaluation du pouvoir antioxydant par la CAT a révélé que les extraits de I’espece végétale étudiée
présentent des propriétés antioxydantes a différentes concentrations. Les extraits les plus efficaces sont
: la fraction éther diethylique et I’extrait polyphénoliques avec des capacités de 22.62 mg EAA/g, et
18.88 mg EAA/g respectivement, suivi par la fraction n-butanolique, la phase aqueuse, la fraction
d’acétate d’éther, et I’extrait tanique. En conclusion, il est probable que les graines de Salvia hispanica
L. peuvent étre considérées comme aliment fonctionnel ou un nutraceutique efficace, capable de
prévenir ou de ralentir le développement de maladies chroniques et de promouvoir une meilleure santé,

une meilleure qualité de vie et une plus grande longévité.

Mots clés : Salvia hispanica L, graines de Chia, composés phénoliques, activité antioxydante, CAT.



Abstract:

Functional foods have been proven in recent years to play an important role in promoting human
health and reducing various diseases, thanks to the basic nutrients and phytonutrients they
contain. Chia seeds are not new to food. They were used even in pre-Columbian times by the
Aztecs as food. These seeds are considered a functional food because they appear as an
important source of dietary fiber (soluble and insoluble), fatty acids (omega-3), proteins,

biologically active and polyphenolic compounds.

The first part of our study on Chia seeds aims at the quantitative determination of primary
metabolites via the determination of total sugars with colorimetric techniques, the
determination of the fat content which was carried out in an appropriate device of the soxhlet
type with an organic solvent, and finally the determination of the ash content based on the
incineration in a muffle furnace. The second component based on the extraction and
determination of total phenols, flavonoids, flavonols and tannins condensed and hydrolyzable
by the Folin-ciocalteu reagent, aluminum trichloride, by the vanillin test and by ferric chloride
respectively.

The last part is the evaluation of the antioxidant activity of the extracts of the seeds of Salvia
hispanica L which is determined in vitro using the total antioxidant capacity.

The results obtained showed the presence of total sugars at 40.15%, a fat content of 32.29%
and 6.56% in ashes. The determination of polyphenol contents revealed a high content of total
polyphenols with 19.06 mg EAG / g DM, followed by flavonols with 12.30 mg EC / g DM, and
condensed tannins 10.87 mg EC / g DM, flavonoids with 8.32 mg EC / g DM, while the lowest
content is marked by hydrolyzable tannins with 0.13 mg EC / g DM. The evaluation of
antioxidant power by the CAT revealed that the extracts of the plant species studied have
antioxidant properties at different concentrations. The most effective extracts are: the diethyl
ether fraction and the polyphenolic extract with capacities of 22.62 mg EAA / g, and 18.88 mg
EAA / g respectively, followed by the n-butanolic fraction, the aqueous phase, the fraction ether
acetate, and tannic extract. In conclusion, it is likely that the seeds of Salvia hispanica L. can
be represented as an effective functional or non-nutraceutical food, capable of preventing or
slowing the development of chronic diseases and promoting better health, a better quality of

life and a greater longevity.

Key words: Salvia hispanica L, Chia seeds, phenolic compounds, antioxidant activity, CAT.
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INTRODUCTION

Ces derniéres années, les consommateurs sont a la recherche non seulement d’une bonne
alimentation mais aussi de ses avantages pour la santé pour diverses raisons comme le désir
accru de maintenir un mode de vie sain et le développement d'une prise de conscience des
bienfaits d’une alimentation saine. Bien que la plupart des aliments soient fonctionnels avec
certaines propriétés, ces derniers sont devenus l'un des secteurs de I'industrie alimentaire qui
connait le développement le plus rapide avec la peur croissante de la population des maladies
mortelles comme le cancer, le diabéte et les maladies cardiaques. (Dincoglu et yasildemir,
2019).

Par définition, un aliment fonctionnel est «un aliment ou des composants efficaces
dans la protection contre les maladies et qui conférent une vie plus saine en offrant des
avantages supplémentaires a I'hnomme au-dela de la nutrition de base améliorant et répondant
aux exigences du corps » (Hasler et Brown, 2009).

Le chia peut étre considéré comme un «aliment fonctionnel» car en plus de contribuer
a la nutrition humaine, le chia contribue a augmenter I'indice de satiété, a prévenir les maladies
cardiovasculaires, les troubles inflammatoires et du systeme nerveux et le diabéte, entre autres.
Aujourd'hui, les graines de chia offrent un énorme potentiel dans les secteurs de la santé, de
I'alimentation, de I'alimentation animale, des produits pharmaceutiques et des nutraceutiques,

entre autres, en raison de ses composants fonctionnels (Mufioz et al., 2013).

Le mot chia est dérivé d'un mot espagnol chian qui signifie huileux, il est oléagineux,
avec une centrale de puissance d'acides gras omeéga-3, des proteines de qualité supérieure, une
plus grande quantité de fibres alimentaires, de vitamines, de minéraux et une large gamme
d'antioxydants polyphénoliques qui agissent comme antioxydant et protégent les graines de la
dégradation chimique et microbienne. (Ullah et al., 2016).

Actuellement, les avantages nutritionnels de la graine de chia ont été appréciés et ses
bienfaits pour la santé reconnus, a partir de preuves scientifiques bien étayées (Valdivia et
Tecante, 2015). En effet, au cours de la derniere décennie, les graines de chia ont été au centre
des recherches, en raison de la présence de ces composés actifs pour l'identification et
I'amélioration de leurs propriétés, en particulier leurs potentiels antihypertenseurs et
antioxydants. Les progrés des nouvelles technologies moléculaires, telles que I'édition de
I'ADN et les nouvelles technologies omiques, peuvent étre utilises pour développer de

nouveaux cultivars de chia avec de meilleurs attributs nutraceutiques et des utilisations



intelligentes et rationnelles dans I'industrie alimentaire. Ainsi, le chia pourrait devenir la graine

dorée de ce siecle (Orona-Tamayo et al., 2017).

La recherche de nouvelles molécules pharmacologiques actives via le screening de
sources naturelles a permis la découverte d’'un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent & jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines
(GURIB-FAKIM, 2006).

Pour cela notre laboratoire et principalement notre équipe de recherche s’intéresse de
trés prés a 1’étude des propriétés nutritionnelles dans le but d’élargir les perspectives de
valorisation des produits naturels.

Dans le but d’apporter une contribution a la connaissance de I’espéce Salvia hispanica
L. (graine de Chia) notre travail, a été réalisé en trois parties :

Dans la premiére partie, une synthése bibliographique menée sur 1I’espéce selectionnée
appartenant a la famille des lamiacées, Salvia hispanicaainsi sur les métabolites primaires, sur
les métabolites secondaires de la plante et leurs activités biologiques.

Dans la deuxieme partie le travail est expérimental, qui consiste en :

v’ Préparation des extraits méthanolique, acétonique et métanolique-aqueux.

v Extractions sélectives des familles prépondérantes notamment les composés
phénoliques, les flavonides et les tanins.

v" Dosage des principales classes phénoliques, les phénols totaux, les flavonoides, les
falvonols et les tanins.

v’ Extraction des fractions flavonoidiques, d’acétate d’éthyle, éther diéthyle et n-butanol.

<

Extraction des tanins.
v L’évaluation in vitro de I’effet antioxydant des extraits, méthanolique, acétatique,
butanolique, et tannique selon la technique de la capacité antioxydante totale.
La troisiéme partie sera consacrée a la discussion des résultats obtenus lors de cette étude et

notre travail est achevé par une conclusion et des perspectives envisagées.
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I.1. La nutrition

La nutrition est une science qui étudie les liens entre I'alimentation et la santé. Dans le cadre
médical, la nutrition correspond au processus de transformation des aliments en nutriments. Ce
sont eux qui permettent a un organisme vivant de fonctionner normalement. Il est important de
distinguer les deux grandes familles de nutriments. Les macronutriments regroupent
les lipides, protides et glucides, c'est-a-dire des nutriments énergétiques. De leur coté, les
micronutriments sont composés par les minéraux, les vitamines ou encore les antioxydants.
Lorsqu'un étre humain consomme des nutriments en quantité insuffisante ou, au contraire, trop

importante, on entre dans le cadre de la malnutrition (Jean, 2013).

Une mauvaise alimentation constitue I'un des principaux facteurs de risque d'un éventail de
maladies chroniques, notamment les maladies cardio-vasculaires, le cancer, le diabéte et
d'autres affections liées a l'obésité. Parmi les recommandations spécifiques pour une
alimentation saine figurent : consommer davantage de fruits, de Iégumes, de légumineuses, de
noix et de céréales ; réduire la consommation de sel, de sucre et de graisses. Il est également

conseillé de choisir les acides gras insaturés plutdt que les graisses saturées (OMS).

L'amélioration des habitudes alimentaires n'est pas uniquement un probléme individuel, il s'agit
en effet d'un probléme de société qui par conséquent nécessitera I'adoption d'une approche
fondée sur la population, qui soit multisectorielle, multidisciplinaire et culturellement adaptée
(OMS).

1.2 Aliments fonctionnels

Un aliment fonctionnel est un aliment qui affecte les fonctions du corps d’une manicre ciblée,
de facon a en obtenir des effets positifs sur des fonctions physiologiques, par le fait qu’il
contient des ingrédients qui améliorent la santé et qui pourront en temps utiles, justifier des

revendications de santé (Roberfroid, 1998).

Il 'y a eu de nombreuses définitions du terme « aliment fonctionnel »; cependant I'une d'entre
elles a récemment fait I'unanimité dans le milieu scientifique : on dit d'un aliment qu'il est «
fonctionnel » lorsqu'il a été clairement démontré qu'il affecte avantageusement une ou plusieurs
fonctions cibles de l’organisme indépendamment des effets nutritionnels adéquats une
amélioration de I'état de santé et du bien-étre et/ou une réduction des risques d'apparition de

maladies. Les aliments fonctionnels sont, comme leur nom l'indique, des aliments, et leurs effets


https://sante-medecine.journaldesfemmes.fr/faq/20871-nutriment-definition
https://sante.journaldesfemmes.fr/magazine/2549696-lipides-definition-role-aliments-riches/
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Chapitre I : la Nutrition

doivent étre perceptibles apres ingestion de quantités normales. Il ne s’agit en aucun cas de

capsules/gélules ou de comprimés mais d'aliments tout a fait normaux (Ashwell, 2001).

1.2.1 Réle et importance des aliments fonctionnels

Aujourd’hui, nombreuses personnes pensent que les aliments fonctionnels ont un réle
particulier a jouer a différents moments de la vie, convaincus qu’ils contribuent a la réduction
du risque de certaines maladies chroniques, le risque d’ostéoporose chez les femmes
ménopausées, ou le risque de maladies cardio-vasculaires chez les hommes d’age mir (Bellisle
et al., 1998). Ces avantages peuvent étre attribués & un nombre de phytonutriments qui
exerceraient une ample gamme d’activités biologiques. Cette vaste classe de milliers de
composés comprenant des glucosinolates, des caroténoides et des flavonoides, agissent en
synergie pour réduire l'inflammation et 1'oxydation, assurant une protection contre 1’initiation
et la progression de la maladie (Clemens et al., 2012 ). En effet, comme ils sontingérés
régulierement et en quantités importantes dans le cadre du régime alimentaire, ils peuvent avoir
un effet physiologique notable a long terme (Thomas-Barberan, 2007).

Cela dit, un aliment fonctionnel n'est pas un reméde universel. Il permet plutét de bien manger

et d'améliorer sa qualité de vie (Université Montréal,2014).
1.2.2 Source des aliments fonctionnels

Un certain nombre d'aliments fonctionnels ont été trouvés dans des sources naturelles telles que
I'avoine, le soja, les tomates, I'ail, le brocoli, les agrumes, la canneberge, la gelée royale, le thé,
le poisson et le beeuf, entre autres (Ramadan et Al-Ghamdi, 2012; Zhang et al., 2012). La
liste des végétaux ayant des effets fonctionnels est plut6t longue. Voici donc quelques exemples

résumés dans le tableau 1.
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Tableau 01 : Les sources naturelles des aliments fonctionnels (Université Montréal, 2014)

Composants Sources Avantages éventuels

fonctionnels

Carotenoides Fruits et légumes, comme la | Neutralise les radicaux libres

Alpha-carotene tomate et les carottes

Béta-caroténe Réduirait probablement les risques

de cancer de la prostate

Lycopéne
Acides gras Poissons gras et leur huile Reéduirait les risques de maladies
. cardiovasculaires
Acide gras
omega-3
Flavonoides Fruits
- Thé . . .
Anth nidin Neutralisent les radicaux libres
thocyanidines Agrumes
Catéchines Fruits et léegumes
Flavonones
Flavone
Phytoestrogéenes Soya Contribueraient a prévenir les
Isoflavones maladies  cardiovasculaires et

I’ostéoporose

1.3 Plante sélectionnée

Ces dernieres années, 1’utilisation des plantes a suscité un intérét croissant en vue de leurs
propriétés bénéfiques. Destinées a réduire ou a traiter certains troubles fonctionnels mineurs
ou certains états maladifs au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base
de plantes, qu’elles soient consommeées ou utilisées par voie externe, les plantes ont toujours
été utilisées par I'nomme pour lui-méme et pour ses propriétés génétiques, nutritionnelles et

organoleptiques et en médecine traditionnelle (Carillon, 2009).

1.3.1 Présentation et description de la plante étudiée : Salvia hispanica L.

Salvia hispanica L.communément appelé Chia, sauge espagnole, Chia mexicaine et Chia noir
est originaire du centre du Mexique et le nord du Guatemala. Elle a été utilisée dans

I'alimentation humaine vers 3500 av. Entre 1500 et 900 avant JC, Aztéques, Mayas et Incas
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utilisaient les graines de Chia pour la préparation de divers médicaments, aliments et
peintures.De plus, les graines de chia sont une source de vigueur énergétique, elles étaient I'une
des principales cultures des sociétés précolombiennes (Orona-Tamayo et al., 2017). La
conquéte espagnole a supprimé cette culture traditionnelle en raison de ses croyances
religieuses alors que dans les années 1990, un groupe de scientifiques sud-américains a soutenu
la production commerciale de Chia en Argentine, dans I'espoir de redécouvrir les plantes
perdues et oubliées de la tradition et la civilisation des aztéques (Dincoglu et yasildemir, 2019).
Au jour d’aujourd’hui le Chia est largement cultivé en Australie, Bolivie, Colombie, Pérou,
Argentine, Amérique et Europe. Le Mexique est reconnu premier producteur mondial de Chia
(Knez Hrndié et al., 2020).

Figure 01 : la plante Salvia hispanica L. (https://www.ebay.fr/itm/Chia-Mexican-Sage-
Salvia-hispanica-50-Seeds-/183539734734).

1.3.2 Description botanique et systématique de la plante

Salvia hispanica L. ou Chia appartient a la famille des Lamiacées qui comprends environ 900
especes. La plante est annuelle et fleurit en été, avec une hauteur d'environ un meétre a feuilles
pétiolées inversées et dentelées (4-8 cm de long; 3-5 c¢cm de large) avec des fleurs
hermaphrodites (figure 1). Cette plante peut pousser dans une large gamme de sols argileux et
sableux bien drainés avec une tolérance raisonnable au sel et a I'acide. Elle peut produire 500
600 kg de graines / acre mais dans des conditions agronomiques appropriées un rendement de
2500 kg / acre a également été signalé (Ullah et al., 2016).
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Régne : plante

Sous-regne : Trachéophytes
Division : Angiospermes
Classe : Dicotylédone
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Salvia

Espece : Salvia hispanica L

YV V.V V V V V V V

Noms vernaculaires : francais,

4

anglais, arabe, en Algérie : Chia

Les graines de chia sont généralement petites, plates et ovales avec une longueur de 2,0 a 2,5
mm, une largeur de 1,2 a 1,5 mm et une épaisseur de 0,8 a 1,0 mm (figure 2), hétéroclites de
couleur marron, grise, noire et blanche. Les graines de chia de couleur noire sont plus courantes.
Les graines de couleur noir et blanc sont légerement différentes les unes des autres (figure 2).
Les graines blanches sont plus grosses, plus épaisses et plus larges que les graines noires (Suri
etal., 2016). Les graines sont hydrophiles et absorbent jusqu'a douze fois leur poids en liquides
lorsqu'elles sont trempées. Pendant le trempage, les graines développent un revétement épais et
collant (mucilagineux) qui donne aux boissons a base de chia une texture gélatineuse distinctive
(Berman, 2019).

Figure 02 : les gaines de Salvia hispanica L (photo 2020).
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1.3.3 Utilisation et consommation de la plante

Les graines de Chia peuvent étre consommeées crues ou préparées dans plusieurs plats.
Saupoudrer de graines de chia moulues ou entieres sur les céréales, le riz, le yogourt ou les
Iégumes. Leur saveur douce de noisette les rend faciles a ajouter aux aliments et aux boissons
(Zelman, 2010). Au Mexique, un plat appelé chia fresco est préparé en trempant les graines de
chia dans du jus de fruits ou de I'eau. Les graines de Chia sont tres absorbantes et développent
une texture gélatineuse lorsqu'elles sont trempées dans I'eau, ce qui facilite leur mélange dans

des céreéales cuites ou d'autres plats (Wolfram, 2018).

De plus, dans son article 35 Fun Ways to Eat Chia Seeds" Helen West a décrit diverses recettes
pour ajouter ces graines saines et nutritives a nos repas quotidiens. Parmi ces recettes : pudding
au chia, chia en smoothies, garnitures de chia crues, cuits dans du pain, enrobage croustillant

pour la viande ou le poisson...etc (West, 2019).

Aussi, Chia est un matériau de départ dans l'industrie alimentaire pour sa teneur en fibres
alimentaires. La gomme peut étre extraite des fractions de fibres alimentaires de Chia par
traitement des grainesavec de I'eau comme additif pour contréler la viscosité, la stabilité, la
texture et la consistance des systemes alimentaires (Marianela et al., 2013). En outre,
Srujanaet al., (2019) ont mentionné que les graines de Chia sont utilisées comme supplément

d'huile saine pour les humains et les animaux.
1.3.4Effets thérapeutiques des graines de Chia
1.3.4.1. Effet antioxydant

Les graines de chia contiennent de nombreux composés antioxydants, tels que des vitamines
et des polyphénols qui peuvent inhiber I'activation du facteur de transcription NF-«B in vitro,
réduisant ainsi les processus inflammatoires et cancérigénes et protégeant contre l'attaque des
especes réactives de I'oxygeéne ou de I'azote (ERO et ERN). Ces actions antioxydantes peuvent
protéger l'organisme contre les pathologies, comme les maladies neurologiques,
I’inflammation, I’immunodéficience, la cardiopathie ischémique, les accidents vasculaires

cérébraux, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson et le cancer (Gracieri et al., 2019).
1.3.4.2. Effet antiinflammatoire

A la suite de I’étude réalisée par Cardenas et al., (2017) avec des protéine de Chia concentrée
a pH 3,0 avec une valeur de production de 25,53% en utilisant de I'eau comme solvant et un

rendement de 38,13% , utilisation de NaCl 1M comme solvant. Tous les concentrés de protéines

9
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de Chia présentaient une activité anti-inflammatoire in vitro élevée et un pouvoir d'inhibition
de peroxydation. Le concentré de protéines de Chia & pH 3,0 présentait une activité anti-
inflammatoire avec des valeurs allant de 56,32% a 103,00% sous une forme dépendante des
doses. Protéine de Chia concentré a pH 6,0 présentait une plage de valeurs de 92,80-95,98%

de l'inhibition de 1’oxydation lipidique (Cardenas et al., 2017).
1.3.4.3. Effet antidiabétique

Des études démontrent que les graines de Chia réduisent la résistance a l'insuline et améliorent
le controle de la glycémie, qui sont des facteurs de risque importants pour le syndrome
métabolique, le diabéte de type 2 et les maladies cardiaques. D’autres essais montrent que le
pain a base de graines de Chia provoque une réponse glycémique réduite par rapport aux pains

plus traditionnels (Bjarnadottir, 2019).
1.3.4.4. Effet anti cholestérolémie

La consommation des graines de Chia s'est révélée prometteuse pour réduire les niveaux de
cholestérol sérique, car elles ont des concentrations élevées en acides gras insaturés oméga-3.
Plus récemment, il a été démontré que les protéines et les peptides bioactifs contenu dans le
Chia peuvent bloguer les marqueurs clés de la synthése du cholestérol, comme la 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMG-CoA réductase) (Grancieri et al., 2019).
1.3.4.5. Effet anti obésité

Les graines de Chia sont riches en protéines et en fibres, qui ont toutes deux démontré qu'elles
aident a perdre du poids. Cependant, les études sur les graines de Chia ont donné des résultats
mitigés (Gunnars, 2018). D’autre part, les résultats des études de Vuskan et al., (2017)
confirment le role bénéfique des graines de Chia dans la promotion de la perte de poids et
I'amélioration des facteurs de risque liés a Il'obésité, tout en maintenant un bon contrdle

glycémique.
1.3.4.6. Effet hypotenseur

Les résultats d’une étude menée par Toscanoet al., (2014) montrent que la consommation de
farine de Chia est toujours en mesure de réduire la pression artérielle chez les individus
hypertendus. Ce phénomene s'est accompagné d’une réduction de la peroxydation lipidique

mais pas par de modifications des marqueurs inflammatoires.

10
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1.3.4.7. Effet anticancéreux

Olivier Cloutier, étudiant Québécois de 18 ans aurait découvert que certains extraits de graines
de Chia possedent des caractéristiques anticancéreuses, permettant d’inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses, et méme de favoriser leur mort, particulierement les cellules du cancer du
cblon : le cancer colorectal HCT116. (https://www.rcinet.ca/fr/2015/05/11/un-etudiant-

guebecois-de-18-ans-aurait-il-decouvert-le-remede-a-un-cancer-des-plus-meurtrier/.)

1.3.4.8. Effet anti constipation

Puis que les graines de Chia contiennent un pourcentage élevé en fibres, elles soutiennent la
santé intestinale et favorisent la bonne régulation des déchets hors du corps, aussi aide les gens
a se sentir rassasiés rapidement en raison de l'absorption d'une grande quantité d'eau par les
fibres, qui se dilatent dans l'estomac et donnent une sensation de satiété lorsqu'elle est
consommeée, ce qui explique pourquoi les études cliniques ont adopté les graines de Chia

comme coupe-faim et pour freiner la faim, entrainant ainsi une perte de poids.

De plus, lors de la consommation de graines de Chia, elles forment une couche gélatineuse dans
I'estomac, car elles sont riches en fibres qui jouent un rdéle dans le soutien des bactéries

naturelles de I'intestin (Youssef, 2020).

11
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Introduction

Les métabolites sont les produits intermédiaires du métabolisme. Le terme métabolite est
géneralement, par definition, limité a de petites molécules. Les métabolites ont diverses
fonctions, y compris la signalisation, la structure, stimulant et des effets inhibiteurs sur les

enzymes (Boizot et charpentier, 2006)

Chez les plantes, les métabolites secondaires sont importants a la survie et a la propagation de
I'espéce. lls jouent chez celles-ci différents roles, comme des phéromones ou des signaux
chimiques permettant a la plante de s'adapter a I'environnement (Boizot et al., 2006; Beta et
al., 2005).

11.1. Définition et fonction des métabolites secondaires

Ces substances, a structure chimique souvent complexe sont tres dispersees et trés différentes
selon les espéces. Elles assurent un réle tres important dans de nombreuses fonctions
biologiques. Elles sont connues non seulement pour leur rdle protecteur contre les effets
néfastes de la lumiere UV ou d'autres facteurs abiotiques, mais également en tant que défenseurs
contre les herbivores et les microorganismes pathogenes. De plus, elles sont reconnues pour
collaborer au processus de pollinisation et comme des signaux chimiques permettant a la plante
de s’adapter a l'environnement (King et Young, 1999 ; Bahorum, 1997).

Parmi ces substances on trouve les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins, les
saponosides, les huiles essentielles et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis a profit

dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique (Graliga et al., 2001).

11.2.Classification des métabolites secondaires
11.2.1.les composes phénoliques

Les composants phénoliques sont des métabolismes secondaires caractérisés par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides.
Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens,
fruits, grains et bois) (Psotova et al., 2003).

Les composes phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et proanthocyanidins)
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des plantes ; ce sont des

molécules biologiquement actives (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006 ; Lugasi, et al.,
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2003). Ils sont largement utilisée en thérapeutigue comme vasoconstricteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires, antimicrobiens
(Wang et Mazza, 2002; Sharma et al., 2008).

Les différentes classes des composés phénoliques sont regroupées dans la figure 04.

11.2.1.1. acides phénoliques

Ce sont des composés phénoliques possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol
(Richter et al., 1993) lIs sont solubles dans les solvants organiques (Guignarg, 2000).

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques et se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) et
les acides hydroxycinnamiques (C6-C3) : ¢ les acides hydroxybenzoiques, dont les plus
répandus sont 1’acide cinnamique, ’acide salicylique, 1’acide gallique et 1’acide vanillique
(figure 3), base de médicaments connus. ¢ les acides hydroxycinnamiques, dont les plus
abondants sont 1’acide p-coumarique, I’acide caféique et 1’acide férulique (Macheix et al.,

2005).

CO_H
CO_H =
R
Ry R, Ry
R—3 Rg
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0CH3, R3=0H Acide vanillique R1=R3=H, R2=0H Acide p-coumarique R1=
H,R2=R3=R4 =OH Acide gallique R1=R2=0H, R3 =H Acide caféique

R1=0H, R2=R3=R4=H Acide salicyligueR1=OCH3, R2=0H, R3=H Acide férulique

Figure 03 : Structure des acides hydroxybenzoiques et hyroxycinnamiques
(Macheix et al., 2005)
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Figure 04 : Classification de quelques métabolites secondaires (Muand, 2010).
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11.2.1.2. Les tanins

Cette classe désigne le nom genéral descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres
protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvés dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991).

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.

11.2.1.2.1. Les tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide phénol. Le
sucre est tres généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas
des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés

ellagitannins (Bruneton, 1999 ; Cowan, 1999).

Figure 05 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

https://www.researchgate.net/figure/Structure-de-lacide-gallique-a-gauche-et-dun-
tannin-gallique-le_fig4 283816508(A)
https://www.carlroth.com/fr/fr/a-a-z/acide-ellagique/p/7263.1(B)
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11.2.1.2.2. Les tanins condensés

Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polymeéres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone.
Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,

Gymnospermes et Fougéres (Bruneton, 1999).

OH

_|_

HO N OH

25"

OH

Figure 06:Structure chimique des tanins

condenséshttps://fracademic.com/pictures/frwiki/67/Cyanidin_structure.png

11.2.1.3. Les flavonoides

Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels poly-phénoliques.
Ce sont des pigments responsables de la coloration orange jaune et rouge de différents organes
vegétaux (Milane, 2004 ; Lhuilier, 2007).

On distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes,
flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflavones, isoflavonols, isoflavanes,
ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestanes, roténoides etc (Heller
et Forkmann, 1993).

Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base de quinze atomes de carbones constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3. (Mercader et al., 2008).
On les regroupe en 5 grands groupes de flavonoides chez les plantes : les flavones, les flavonols
(réputés les plus antioxydants) et les procyanidines, les anthocyanines, les hydroxycinnamates

(abondants dans les fruits) et les flavanones. (Larkins et Wynn, 2004).
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OH

HO @)
OH

OH
OH

Figure 07 : Structure chimique de base des flavonoides (Lhuiler, 2007)

11.2.1.3.1.Les flavonols
Les flavonols sont les constituants flavoniques les plus abondants dans les aliments. Les

composés les plus représentatifs de cette famille sont le kaempferol et la quercétine. Ces

derniéres possédent un tres fort pouvoir antioxydant en raison de leur structure chimique

favorable au piégeage des radicaux libres (Liu et al., 2012).

OH
OH

HO 0

OH
OH O

Figure 08 :Structure chimique de flavonols (Kandel, 2016).
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11.2.1.3.2. Classification des flavonoides

Tableau 02 : Classification des flavonoides (Hocini, 2019)

Flavonoides Remarque Structure Exemple
Flavones Présente des R1=H; R2=0OH:
substitutions Apigenol
en positions C5, C7, C3’ R1=0H;
et R2=0H:
C4’, et une liaison C2- Luteolol
C3
Insaturée
Flavonones Ont une liaison C2-C3 o R1H; R2 H; R3
de - OH:
moins que les Flavones Naringenol
(Richter, 1993) MO ° R1 OH; R2
~ o OH; R3
o O OMe:
Hesperetol
Flavanols Dérivent des Flavonones R1=H; R2=0H;
par addition de OH en R3=H:
position 3 (Richter, Kaempferol
1993) R1=0H,;
R2=0H;
R3=H:
Quercetol
Isoflavones en présentant une R1=H:
substitution du noyau Daidzeol
benzénique en position 3 R1=0H:
(Ghedira, 2005) Genisteol
Anthocyanidines | Sont des aglycones qui R1=H; R2=H:
se ik Pelargonidol
distinguent des autres @ o" | R1=0OH; R2=H:
par HO 0% r | Cyanidol
des substitutions sur le @ . on
cycle B (Richter, 1993) on
Chalcones Dépourvues de Xanthohumol

I’hétérocycle central et
caractérises par la
présence d’un chainon
carboné
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Chapitre 3 : le stress oxydatif

111.1.Définition

Par définition dans un systéme biologique, le stress oxydatif est la conséquence d’un
déséquilibre entre la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de
défenses antioxydantes. L’oxydation est générée par des radicaux libres. Les radicaux libres
peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en
dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acide nucléiques. C’est une forme
particuliére d’espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un électron célibataire
(ou non apparié) (Wolin et al., 2005 ), qu’ils soient neutres ou chargées instables ils ne
cherchent qu’a récupérer un électron dans leur environnement pour retrouver un état plus stable.
Ces deux propriétés font que les réactions d’oxydation sont trés rapides et se propagent en
cascade (Benourad, 2018).

La pollution, le tabagisme, la consommation excessive d’alcool, la prise de pilule contraceptive,
I’exposition excessive au soleil, la pratique du sport de haut niveau et I’inflammation chronique
sont, par exemple des sources de production d’Espéces Réactive de I’Oxygéne ERO ou radicaux
libres. Ainsi une alimentation pauvre en fruits et légumes ou se trouve la majeure partie des
antioxydants nécessaires (vitamines C et E, caroténoides, polyphénols) favorise une baisse de

la capacité antioxydante dans I’organisme (Magder, 2006).

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques, mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des
métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir
contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi

étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un exces
d’especes réactives mal maitrisé qui peut favoriser une maladie ou un vieillissement accéléré.
Un stress oxydant dit «pathologique» est potentiellement impliqué dans de nombreuses
affections ou dans le développement de complications associées a celles-ci. Comme par
exemple, ’oxydation des lipides est un facteur favorisant la survenue de maladies
cardiovasculaires, celle de I’ADN se retrouve dans diverses étapes qui conduisent au

développement de cancers (Mercan, 2010).
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L'oxygene est nécessaire a tous les animaux, plantes et bactéries pour produire de I'énergie par
Iintermédiaire de chaines de transport d'électrons telles que celle existant dans les
mitochondries des cellules eucaryotes. Lors du métabolisme normal, la réduction tétravalente
de ’oxygene en eau se fait en plusieurs €tapes constantes qui donnent naissance a des
intermédiaires potentiellement reduits appelés espéces réactives de 1I’oxygeéne ERO (Migdal et
Serres, 2011).

Alimentation Défense enzymatique
viiamnes C ot £, carctieoidon PMathon perryGase. Catalase
poyptron woerseyde demtane

RADICAUX LIBRES

ANTIOXYDANTS

Lésions
4 proténes. Ipudes
ADN

4h." - 2
v e
6 sloool 2
g ® [y maadion malacies
el Figure 09 : la balance du stress

oxydatifhttp://www.ddiffusion.com/stress-
oxytatif.html

I11.2. Les espéces réactives de I’oxygéne ERO

111.2.1 Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus)
non apparié (Bouhadjra, 2011). En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son
orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un
autre composé (Goudable et Favier, 1997).Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles
de se former dans les cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de composés
radicalaires qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres
primaires, qui dérivent directement de 1’oxygéne. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires (radicalperoxyle ROOQe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).
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111.2.2.Principaux radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de I’oxygene (espéces réactives de I’oxygéne, ERO)
ou d’autres atomes comme 1’azote (espéces réactives d’azote, ERN) tableau 02 (Delattre et al.,
2005). Ces radicaux libres peuvent étre convertis en d’autres espéces réactives non- radicalaires

tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20z2), acide hypochloreux (HOCI) (Favier, 2003).
Tableau N°2 : Les espéces réactives de 1’oxygéne et de 1’azote (Devasagayam et al., 2004).

L’espéce réactive symbole Demi-vie biologique
(seconde)

Les especes réactives de I’oxygéne

Anion superoxyde Oz 10s
Radical hydroxyle OH* 107
Peroxyde d’hydrogene H20: Stable
Radical peroxyde ROO* Seconde
hydroperoxyde ROOH Stable
Oxygeéne singlet 105 10°®
Ozone O3 Seconde
Oxyde nitrique NO* seconde
peroxynitrite ONOO- 1073s
Acide peroxynitrique ONOOH stable
Dioxyde de nitrogéne NO2 Seconde

111.2.3. Sources de production des ERO

Les ERO peuvent avoir différentes sources cellulaires, mais la mitochondrie représente la
source la plus importante (Rigoulet et al., 2011). En effet, les sources de radicaux libres sont
variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV, les radiations ionisantes,
les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité mitochondriale, réactions
enzymatiques), I'inflammation et les métaux toxiques (Favier, 2006).

Tout d’abord le (O2-) est d'une importance capitale car il est la premiere espéce réactive
d'oxygéne a étre formee (Adam-Vizi, 2005), il participe a 1’inhibition de la production d'ATP
cellulaire. Le H20O2 peut diffuser a travers la membrane cellulaire (Afonso el al., 2007), enfin

le (OH°) n'est pas spécifique et est I'espéce réactive d'oxygéne la plus dangereuse et la plus
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réactive (Shi el al., 2006) en comparaison, le (O2-) et le H202 sont beaucoup plus stables (Bossé

el al., 2003).

Pollution
Tabac & Inflammation

Infection

Yo BRGES .

S OXYDATIF
Déficit immunitaire

Hygiene de vie

’ ’ TH (4 — . » > B ,
desequilibree “u - % |
U= } Stress

Vieillissement

S— :"W facteurs exogénes (extérieur)

\‘.a facteurs endogénes (intérieur)
Figure 10 : Source de production des ERO

(https://www.drplasqui.fr/anti-age/stress-oxydant/)
111.2.4 Cibles des ERO

A des faibles quantités les ERO jouent un réle physiologique a divers niveaux du
fonctionnement de I’organisme : régulation le phénoméne de 1’apoptose ou d’activer des
facteurs de transcription, la neurotransmission et le fonctionnement rénal,...) (Hare, 2004).
Mais, s’ils sont formés en grande quantité elles deviennent pathologiques. Du fait de leur nature
instable, elles sont trés réactives vis-a-vis de substrats biologique tels que les protéines, les

acides nucléique, les lipides et lipoprotéines (Djohan, 2017).
111.3. Défense antioxydante

Pour faire face et détruire les radicaux libres produits en exces, les cellules possedent des
défenses antioxydantes de différentes natures. Ces protections sont assurées a la fois par des
composés naturels endogénes ou apportés par 1’alimentation, et par des enzymes spécifiques se

comportant comme des piégeurs de radicaux libres (Belanger et al., 2006).

Un antioxydant est une substance qui retarde ou empéche I'oxydation des substrats oxydables a

faible concentrations.
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Pour prévenir le stress oxydatif, les antioxydants peuvent jouer un réle important et bénefique
pour la santé. Un apport supplémentaire ou diététique d'antioxydants peut considérablement
réduire le risque de plusieurs maladies chroniques, les maladies de presque tous les systemes

d'organes, y compris le cancer (Sachdeva et al., 2014).

111.3.1. Antioxydants enzymatiques endogenes

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase
et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense de notre

organisme contre les radicaux libres (Chavan et Melinkeri, 2013).

e La Superoxyde dismutase (SOD)
Ce sont des métallo-enzymes a manganése ou a cuivre et zinc présentes dans la mitochondrie.
L’enzyme catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne qui pourra

étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase (Baudin 2006).

e La Catalase (CAT)

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus mais sont particulierement
abondantes dans le foie et les globules rouges. Parmi les enzymes connues, c¢’est une des plus
efficaces (Mates et al., 1999).Les catalases permettent de transformer le peroxyde d'hydrogéne
en oxygéne moléculaire et en eau (Souchard et al., 2002). C’est une enzyme tétramérique,
chaque sous unité comporte un groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un
atome de fer a 1’état Fe®* et une molécule de NADPH. La fixation du NADPH par la catalase

lui confére une protection contre 1’attaque del’H2O> (Delattre et al., 2005).
e La Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est d’accélérer
la dismutation du H202 en H20 et Oa. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit
(GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Srinivason et al., 2012).
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e Laglutathion réductase (GPr)

Elle a pour role de régénérer le Glutathion réduit a partir du Glutathion disulfure ou oxydé gréce
au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en

glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne

sa fonction (Srinivason et al., 2012).

Vitamins Cand E
B-carotene

Vitamin E + SOD + Glutathione Peroxidose
B-carotene +GSH

Figure 11 : Systémes antioxydants d’enzymes (Mandal, 2019).

111.3.2. antioxydant non enzymatique endogéne

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Le glutathion
(GSH) joue un rdle unique et essentiel dans la préservation des formes actives de divers
antioxydants (vitamines C, E, polyphénols...). La GSH constitue I’antioxydant principal de

I’organisme (Dfraigne et Pincmail, 2008).
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111.3.3. Antioxydants non enzymatiques exogenes

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas synthétisés

par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie d'antioxydant

nous retrouvons les oligoéléments, les vitamines E, C, A et les polyphénols (Kanoun, 2011).

Tableau N°3 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associees

Principaux
nutriments

Antioxydants

Vitamine C

Vitamine E

p-carotene

Sélénium

Zinc

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Sources Principaux
alimentaires nutriments
Antioxydants
Agrume, melon, Flavonoides
brocoli, fraise, Kiwi,
chou, poivron
Huile de tournesol, Tanins
de soja, de mais,

beurre, ceufs, noix

Légumes et fruits Métabolisme
orangés, et vert decystéine,
foncés glutathion
Poisson, ceufs Acides phénoliques

viandes, céréales,
volaille
Viande, pain
complet, légumes
verts, huitres,
produits laitiers
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alimentaires

Fruits, légumes, thé

vert

Lentilles, thé,

raisins.

Caseine,
Lactalbumine (petit-
lait), produits laitiers
Brocoli, chou OEufs,

poissons, viandes
Céréales complétes,

baies, cerises
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Afin de trouver des aliments nutritifs naturels utiles pour la santé humaine, nous nous
intéressons aux graines de Chia de I'espece Salvia hipanica L, il est donc important de
déterminer leur identité, de connaitre leur composition chimique et d’évaluer leurs activités

biologiques.
I. Origine et préparation du matériel biologique végétal

L’espéce étudiée a été acheté chez un herboriste reconnue de la ville de Tlemcen, région Ouest
de I’Algérie. Par la suite, les graines sont triées et vérifiées pour €tre nettoyées puis broyées a
I’aide d’un mixeur. La poudre obtenue est ensuite conservée dans des flacons en verre,

hermétiquement fermés a basses températures -18°C en vue de procéder aux différentes

analyses.

Figure 13 : photo des graines Figure 13 : photo des graines

(a) (b)

I1.1 Détermination du taux d’humidité : (Audigié et al., 1980)
La détermination du taux d’humidité est réalisée sur les échantillons frais.

+ Principe
La détermination de la teneur en eau est effectuée par une dessiccation de I’échantillon dans
une étuve isotherme de 103 a 105°C jusqu’a une masse pratiquement constante. Pour éviter
toute reprise d’humidité, il convient d’opérer dans des vases de tare, placées dans un
dessiccateur.

+ Mode opératoire

» Les vases de tare ont été séchés a I’étuve pendant 30 min a 103°C avec couvercles

inclinés ;
> Apreés refroidissement dans un dessiccateur durant 20 a 30 min, les vases de tare ont

été pesés avec les couvercles (P1);
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» Dans chaque vase, 2 g de 1’échantillon moulu ont été introduit, I’ensemble a été pesé
avec les couvercles fermés (P2) ;

» Apreés un étuvage de 3 h a 105°C avec couvercles inclinés puis refroidissement dans
un dessiccateur pendant 15 min, les vases de tare sont pesés, ensuite ils sont remis a
couvercles inclinés dans I’étuve durant 1 h a 105°C ;

> Apreés refroidissement comme précédemment, les vases de tare sont pesés (P3) ;

» La différence entre deux pesées doit étre inférieure a 2 mg, si non I’opération est
renouvelée jusqu’a poids constant.

+ Expression des résultats

Le taux d’humidité exprimé en pourcentage est calculé selon la formule suivante:

Taux d’humidité (%) = [(P2-P3) / (P2-P1)] x 100

P1 : masse en g du vase de tare.
P2 : masse en g de la prise d’essai avant séchage.

P3 : masse en g de la prise d’essai apres séchage

I1. Détermination quantitative des métabolites primaires
11.1. Dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois et al. (1956)
#+ Principe
Le dosage des monosaccharides constitutifs des
polysaccharides nécessite la rupture de toutes les liaisons
glycosidiques par hydrolyse acide (’acide
sulfurique).L’analyse ~ repose  sur des techniques
colorimétriques, dont le principe est base sur la condensation
par estérification d’un chromogeéne (Phénol, Orcinol,
Anthrone) avec les produits de déshydratation des pentoses,
hexoses et acides uroniques. En milieu acide fort et a chaud,
ces oses se déshydratent respectivement en des dérivés du
furfural, 5- hydroxy-méthyl-furfural et de I’acide 5-

formylfuroique.

Figure 14 : dosage des
sucres des graines de
chia (a)
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Les chromophores ainsi formés de couleurs jaunes-orange absorbent dans le domaine du visible

proportionnellement avec la quantité des sucres présents (Ruiz, 2005).

*
>

+

Mode opératoire

A 0.5 g d’échantillon, 20 mL d’acide sulfurique (0.5 M) sont ajoutés, puis I’ensemble
est placé dans une étuve a 105°C pendant 3 h;

Le mélange est transvasé quantitativement dans une fiole. Le volume est ajusté par la
suite 2 500 mL avec de I’eau distillée. La solution obtenue est filtrée puis conservée a
4°C;

Des dilutions de 1/3 sont réalisées a partir de ce filtrat (3 essalis);

Dans des tubes en pyrex (@ 2 cm), déposer avec précaution 1 mL de chaque essai, 1
mL de phénol 4 5% et 5 mL d’acide sulfurique (H2SO4) a 96% ;

Apres agitation (vortex), les tubes sont maintenus dans 1’étuve pendant 5 min a 100°C,
puis laissés dans 1’obscurité pendant 30 min ;

La densité optique est lue a une longueur d’onde A =490 nm

Figure 15 : dosage des
sucres des graines de chia (b)

Expression des résultats

La teneur en sucres totaux est exprimée en pg/mL (converti en g/L) de a D+ Glucose a partir

d’une courbe d’étalonnage (Annexe).
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11.2.Détermination de la teneur en matiére grasse (1SO
659, 1988).

#+ Principe
L’extraction de la matiére grasse des graines de chia est
réalisée dans un appareil approprié de type soxhlet avec un
solvant organique. Aprés [’élimination du solvant

d’extraction, 1’extrait obtenu représente la matiere grasse

contenue dans la prise d’essai.

+ Mode opératoire

» 5 g de I’échantillon a analyser sont placés dans une Figure 16: montage du

cartouche a extraction, c’est Me; Soxhlet

» Un ballon préalablement séché dans une étuve puis
refroidi dans un dessiccateur est pesé a 1 g; ¢’est mi;

» La cartouche contenant la prise d’essai est placée dans I’appareil a extraction, puis la
quantité nécessaire du solvant (300 ml d’hexane) est versée dans le ballon ;

» Le ballon est adapté a 1’appareil a extraction sur une plaque chauffante et le chauffage
est conduit dans des conditions telles que le débit du reflux soit d’au moins 3 gouttes
par seconde (ébullition modérée, non tumultueuse).

» Ce processus dure huit heures, a partir du point d'ébullition, répartie en 4h + 2h + 2h.

» Elimination du solvant et pesée de 1’extrait :

Par distillation sur évaporateur rotatif, la majeure partie du solvant contenu dans le ballon est
éliminée. Les derniéres traces du solvant sont chassées en chauffant le ballon durant environ

30min a 60 min dans I’étuve réglée a (60+2) °C a la pression atmosphérique.

Apres refroidissement du ballon durant au moins 1 h, dans le dessiccateur jusqu’a température

ambiante, il est pesé a 1 mg pres.

La différence entre les deux pesées ne doit pas dépasser 5 mg, si ce n’est pas le cas, les
opérations de chauffage, de refroidissement et de pesée sont répétées jusqu’a ce que la
différence entre deux pesées successives ne dépasse pas 5 mg. La masse finale du ballon, c’est;

ms,
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+ Expression des résultats
La teneur en matiere grasse, exprimée en pourcentage de masse du produit est déterminée par

la formule suivante :

Teneur en matiére grasse (%)= [(ms- mi) / me] X 100

ms : la masse finale du ballon
mi : la masse du ballon vide

me: la masse initiale de 1’échantillon a analyser.

11.3. Détermination de la teneur en cendres (1SO 2171, 2007)

+ Principe
Les cendres totales sont le résidu de composés minéraux qui reste apres incinération d’un
¢chantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou synthétique. Il
consiste en une incinération dans un four a moufle, dans des creusets en porcelaine, a une

température de 550°C jusqu’a ce que les résidus deviennent blancs apres refroidissement.

+ Mode opératoire

» Une pré-incinération des creusets en porcelaine est effectuée avec quelques gouttes
d’éthanol pour les enflammer;

» Apres refroidissement, les creusets sont pesés vides puis ajouter 2g de 1’échantillon;

» L’ensemble est introduit dans un four a moufle réglé¢ a 550°C, et on attend la combustion
complete de la totalité du produit qui dure au minimum 4 heures.

> |l faut effectuer au moins deux déterminations pour le méme échantillon.

31



L Matériels et Méthodes

Figure 17 : avant Figure 18 : le Figure 19 : aprés
introduction dans le dessiccateur I’introduction dans
four a moufle le four a moufle

=Expression des résultats
Le taux de cendre (TC) est exprimé en pourcentage par rapport a la

matiére seche.

L TC(%) = (M2 — ma) X 100/mo x 100/100-H ]

Mo : masse en gramme de la prise d’essai.
m1 : masse en gramme du creuset d’incinération.
m2 : masse en gramme du creuset d’incinération et du résidu d’incinération.

H : teneur en eau (%) en masse de 1’échantillon.
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I111. Détermination des métabolites secondaire
111.1. Extraction des polyphénols

L’extraction des polyphénols consiste a macérer a
température ambiante 1’échantillon a analyser dans une solution
d’acétone aqueuse 70/30 (v/v) pendant 24 heures. Apres
filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif

sous pression reduite a 45°C (Yu et Dahlgren, 2005).

Figure 20 :
I’évaporateur rotatif

29 de matériel végetal + acétone/eau 70/30 (v/v)

b

Macération 24h

b

Filtration

b

Evaporation de I’acétone aqueuse

b

Récupération dans 4 ml de méthanol

Figure 21 : Extraction des polyphénols (Yu et Dahlgren, 2005).
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I11.2. Dosage des composés phénoliques
111.2.1. Dosage des polyphénols totaux.

+ Principe :
En appliquant la méthode de SINGLETON et ROSSI, 1965 comme un principe pour le dosage
des polyphénols totaux dans 1’extrait des graine de chia (Salvia hispanica L), qui est basé sur
I'oxydation des composés phénoliques par ce réactif, elle entraine la formation d'un nouveau
complexe molybdéne-tungstene de couleur bleuequi absorbe a 765nm.

+ Mode opératoire :

» 200 ul d’extrait ont été ajoutés a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10 et 0.8 ml

de carbonate de sodium Na2CO3a 7,5 % ;
» le mélange a été alors incubé a 1’obscurité pendant une 30 min ;

> la lecture s’est effectuée contre un blanc a 765 nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant I’acide gallique comme standard a différentes concentrations(Annexe).

+ Expression des résultats :
Les teneurs en polyphénols totaux de I’extrait ont été exprimés en milligramme équivalent
d’acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS) en appliquant la formule
suivante :
C=(c xV)/m

Avec :

C : La teneur en phénols totaux (mg d’ac. gallique/g de matiére séche).

c: La concentration de 1’Ac. Gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait phénolique ou aqueux

m: Prise d’essai de la matiere seche (g).
111.2.2. Dosage des flavonoides.

+ Principe :
Le dosage des flavonoides repose sur la méthode de Djeridane et al., 2006 avec le trichlorure

d’aluminium, qui forme un complexe jaune avec les groupements hydroxyles des flavonoides.
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+ Mode opératoire :
» 1 ml de I’extrait phénolique a ét¢ mélangé avec 1 ml de trichlorure d’aluminium
(ALCI3 a 2%).
» Apres incubation pendant 15 mn a température ambiante, ’absorbance de
I’échantillon a été mesurée a 430 nm.
Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la catéchine comme standard a différentes concentrations(Annexe).

+ Expression des résultats :
Les teneurs en flavonoides de 1’extrait ont été exprimés en milligramme équivalent de catéchine

par gramme de matiere seche (mg EC/g MS).
111.2.3. Dosage des flavonols:

+ Principe :
La quantification des flavonols totaux a été déterminée selon le procédé décrit par Kumaran
et al. (2007).
+ Mode opératoire :
» 250ul d’extrait mélangé a 250l de la solution de trichlorure d’aluminium (AICI3,
2%) ont été ajoutés a 1500ul de la solution d’acétate de sodium (50mg/ml).
» Apres incubation de 150 minutes a température ambiante, 1’absorbance est mesurée
a 440nm.
Les concentrations en flavonols sont déterminées en ce référent a une courbe d’étalonnage
réalisée avec la Quercétine (Annexe).
+ Expression des résultats :
Les teneurs en flavonols totaux ont été exprimés en milligramme équivalent de Quercétine par

gramme de matiere seche (mgeEQ/g MS).

111.2.4. Dosage des tanins hydrolysables :

+ Principe :
La méthode de Mole et Watrman, 1987 est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique.
En mélangeant 1’extrait phénolique avec le réactif de chlorure ferrique, on obtient alors une

coloration rouge violette du complexe, d’ou la formation des ions (Fe3+).
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+ Mode opératoire :
» 1,75 ml du réactif (FeCI3/HCI) est mélangé avec 0,5 ml de I’extrait de 1’échantillon.
» 1’absorbance a été lu a 660 nm, 15 secondes aprées 1’addition du réactif (FeClz/HCI).

+ Expression des résultats :
T (%) = DO x [(MxV)/E mole x m]

Avec :

DO : densité optique.

E mole: 2169 de I’acide gallique.
M : 300

V : volume d’extrait utilisé.

m: masse de 1’échantillon.

T % : pourcentage des tanins hydrolysables.
111.2.5. Dosage des tanins condenseés.

+ Principe :
Les quantités des tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode a la vanilline en
milieu acide (Julkunen-Titto, 1985).

+ Mode opératoire :

» 50 ul de I’extrait phénolique est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v).

» L’ensemble est mélangé a I’aide d’un vortex.

» Ensuite, 750 ul de I’acide chlorhydrique concentré (HCI) est
additionné et laissé réagir a la température ambiante pendant 20min.

> L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes

conditions opératoires en utilisant la catéchine comme standard a différentes

concentrations(Annexe).

Figure 22 :
4 Expression des résultats : spectrophotomeétre

La concentration des tanins condensés est estimée en milligramme

équivalents de catéchine par gramme de matiere séche (mg EC/g MS)
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111.3. Extraction des flavonoides et des tanins

111.3.1. Extraction des fractions Ether d’éthylique, acétate d’éthyle, n-butanolique et

phase aqueuse des flavonoides.

On ajoute 10g de poudre végétale a un melange de 100 ml de méthanol bouillant avec 5g de
CaCogz. L’ébullition est maintenue sous réfrigérant a reflux pendant lheure. Apres filtration
(filtrat 1), le dép6t est a nouveau traité pendant une heure a ébullition avec les mémes quantités
de méthanol (filtrat 2). Les deux filtrats sont réunis, et la solution obtenue est soumise a une
distillation sous pression réduite et le résidu sec est récupéré avec 50mL d'eau distillée bouillie.

Le filtrat obtenu est mis dans une ampoule a décanter avec 50ml d’éther diéthylique, et apres
I’agitation et décantation des deux phases, la phase éther est récupérer puis vaporisé a

I'évaporateur rotatif.

L’opération est répétée avec 1’acétate d’éthyle(AcEto), puis du n-butanol (Bu OH) (Dauguet
et Foucher, 1982).

Et finalement, la phase aqueuse passe au rotavapeur, puis le résidu obtenu est récupéré dans 3
ml d'eau de bouillon, et ces quatre différents extraits serviront a I’investigation de leurs activités

antioxydantes.

Figure 23: le Figure 24 : la Figure 25 la
réfrigérant a reflux. filtration. décantation
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10g de poudre végétal +100 ml méthanol + 5g CaCo,

L

Filtration 1

LV

Dép6t+ 100 ml de méthanol

e

Filtration 2

Réunir les filtrats 1 et
2

L

Evaporer sous pression au rotavapeur

LV

Récupérer le résidu sec avec 50ml d’eau distillée bouillante

e

Filtration

e

Filtrat + 50ml Ether diéthylique

e

Décantation

L

Récupérer la phase éther diéthylique et évaporer au rotavapeur

LV

Reprendre la phase aqueuse avec 50 ml Acétate d’éthyle

e

Décantation

e

Récupérer la phase Acétate d’éthyle et évaporer au rotavapeur

L

Reprendre la phase aqueuse avec 50 ml de n-butanol

LV

Décanter

e

Récupérer la phase n-butanol et évaporer au rotavapeur

e

Récupérer la phase aqueuse et évaporer au rotavapeur

Figure 26 : Extraction des flavonoides (Dauguet et Foucher, 1982).
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111.3.2. Extraction des tanins.

2.5¢g de poudre végétale sont ajoutés a 50 ml du mélange eau-acétone 35/15 (v/v). Puis laisser
macérer pendant 4 jours a froid (4°C). Apreés filtration et évaporation de 1’acétone, la phase
aqueuse est reprise dans 25 ml du dichlorométhane. Apres décantation et séparation, la phase
aqueuse est extraite par 50ml d’acétate d’éthyle. Cette derniére qui contient les tanins est
soumise a une évaporation a sec et enfin récupérer le résidu dans 3 ml de méthanol (Bruneton,
1999).

10g de matériel végétal + 200 ml eau/acétone 45/25 (v/v)

N\

Macération 4 jours a 4°C

Filtration

o

Evaporation de I’acétone

L

Reprendre la phase aqueuse avec 25ml dichlorométhane

Décantation

L\

Reprendre la phase aqueuse avec 50ml I’ Acétate d’éthyle

N

Décantation

Evaporer la phase Acétate d’éthyle

L\

Récupération dans 3 ml de méthanol

Figure 27 : Extraction des tanins (Bruneton, 1999).
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IV. Evaluation de P’activité antioxydante

Dans notre étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro des extraits de notre

matiere végétale a été réalisée par la technique de la Capacité Antioxydante Totale (CAT).
IV.1. la Capacité Antioxydante Totale (CAT).
#+ Principe :

I’évaluation de la capacité antioxydante totale (CAT) des extraits par la méthode
phosphomolybdéne de Prieto et al., 1999, est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI)
présent sous la forme d’ions molybdate MoO4 >a molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de

I’extrait pour former un complexe vert dephosphate Mo(V) a pH acide.

4+ Mode opératoire :

> 0,3ml de chaque extrait est mélangé avec3ml de solution du réactif (0,6M acide
sulfurique, 28mM phosphate de sodium et 4mMmolybdate d’ammonium).

> Les tubes sont visses et incubés a 95°C pendant 90min.

» I’absorbance des solutions est mesurée a 695nm contre un blanc qui contient 3ml de la
solution du réactif et 0,3ml du méthanol et qui est incubé dans les mémes conditions

que I’échantillon. Les expériences sont répétées 3 fois.

Figure 28 : évaluation de la Capacité Antioxydant Totale (CAT) des extraits

+ Expression des résultats :
La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique

par gramme de la matiére seéche (mg EAA/ g MS) par courbe d’étalonnage (Annexe).
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Salvia hispanica L. est une espece originaire du Mexique et du Guatemala distribuée en
Australie, Bolivie, Colombie, Pérou, Argentine, Amérique et en Europe (Knez Hrn¢i¢ et al.,
2020). Selon plusieurs études, cette plante peut étre utilisée comme un anti-inflammatoire,
hypoglycémique, hypocholestérolémiant, hypotenseur, agent antioxydant ou encore
anticancéreux et peut protéger contre de nombreuses maladies chroniques (Cardenas et al.,
2017; Bjarnadottir, 2019 ; Vuskan et al., en 2017 ; Toscano et al., 2014). Afin d'analyser
l'utilisation des graines de Chia comme aliment fonctionnel, il est important de définir son
identité, connaitre sa composition chimique et valeur nutritive et rechercher ses activités

biologiques.

1. Détermination de la matiére séche :

L’appréciation de la teneur en matiere séche repose sur la détermination du taux d’humidité
contenue dans 1’échantillon a analyser, cette humidité qui reste un indice trés important, donne
une idée sur la qualité de notre échantillon, elle accélére la germination et favorise le
développement des microorganismes lors du stockage.

L’analyse du taux d’humidité des graines de Chia a révélé une faible proportion estimée a
3,25% d’humidité. A partir de cette valeur nous avons pu déterminer le pourcentage en matiére

seche (MS) qui était estimée a 96.75% d’environ.

2. Détermination des métabolites primaire des graines de Chia

Suite aux analyses effectuées pour la détermination de la teneur en sucres totaux, en matiére
grasse et en cendres, les pourcentages obtenus sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 05: Les teneurs en sucre totaux, en matiére grasse et en cendre des graines de Salvia
hispanica L exprimées en pourcentage de matiere séche.

Métabolites Sucre totaux Matiere grasse cendre
primaires en % MS

Graines de Chia 40.15% 32,29% 6,56%

L’¢évaluation des teneurs en métabolites primaires : sucres, matiere grasse et cendres de
Salvia hispanica L. a montré la richesse des graines de Chia en sucre 40.15% et en matiére
grasse 32,29% (Tableau 5).

Les cendres n’en sont pas moins importantes avec un pourcentage de 1’ordre de 6.56%.
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composition des graines de Salvia hispanica L

sucres totaux
cendre 40%

7%

matiéere grasse
32%

M sucres totaux B matiére grasse M cendre eau Mautre

Figure 29 : la composition des graines de Salvia hispanica L.

3. Teneurs en phénols totaux, en flavonoides, en flavonols, en tanins hydrolysables et
condenseés :

Aprés avoir utilisé diverses méthodes pour estimer les teneurs en phénols totaux, en
flavonoides, en flavonols, et en tanins hydrolysables et condensés des graines de Salvia
hispanica L. Les resultats sont exprimés successivement dans le tableau 6.

Tableau 06 : Les teneurs en phénols totaux, flavonoides, flavonols, en tanins hydrolysables et

condensésdes graines de Salvia hispanica L

Polyphénol  Flavonoides  Flavonols Tanins Tanins
s totaux (mgEC/gMS)  (mgEC/g condensés hydrolysables

(mgEAG/g MS) (mgEC/gMS) (mgEC/g MS)
MS)
Graines
de Chia 19.06 8.32 12.30 10.87 0.13

mg EAG /g MS : mg équivalent d’acide gallique/ g de la matiére séche/ mg EC / g MS : mg équivalent
de catéchine/g de la matiére seche.

43



| Résultats et discussions

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux des graines de Chia a été réalisée selon la
méthode de Folin-Ciocalteu. Le dosage des tanins condenses et hydrolysables a été réalisé selon
les méthodes de la vanilline en milieu acide et du réactif de chlorure ferrique respectivement.
Le trichlorure d’aluminium a été utilisé pour quantifier les flavonoides et les flavonols. Les
résultats sont exprimés successivement en mg équivalent d’acide gallique, mg équivalent de

catéchine et mg équivalent de Quercetine par g de la matiére séche dans la figure 29.

Selon nos résultats les graines de Chia sont riche en polyphénols totaux avec une teneur de
19.06 mg EAG/g MS, suivi des flavonols avec 12.30 mg EC/g MS, et des tanins condenses
avec une valeur de 10.87mg EC/g MS, une teneur moindre en flavonoides avec 8.32 mg EC/g
MS, alors que la teneur en tanins hydrolysables est la plus faible avec 0.13 mg EC/g MS.

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
Ay
0
Polyphénols Flavonoides Flavonols Tanins condensés Tanins
totaux hydrolysables

Figure 30 : Dosages des composés phénoliques
4. Evaluation de la Capacité Antioxydante Totale (CAT) des extraites des graines de chia:

La capacité antioxydante totale des différents extraits de Salvia hispanica L est exprimée en
mg équivalent d’acide ascorbique par g a partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant

I’acide ascorbique comme référence (Annexes).

La méthode de phosphomolybdéne est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) par les
composés antioxydants, et la formation d'un phosphate vert / Mo (V) complexe, avec une
absorption maximale a 695 nm (Rosales-Castro et al., 2014).
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A partir des résultats de la figure 30, on remarque que I'extrait ayant la plus grande capacité
antioxydante est I'extrait flavonique fraction éther diéthylique avec une capacité antioxydante
égale a 22.62mg EAA/g, suivi de I'extrait des polyphénols avec une capacité antioxydante de
l'ordre de 18.88 mg EAA/g. Les extraits flavoniques acétate d’éthyle et la phase aqueuse ont
enregistré une capacité antioxydante totale presque identique 15.43 et 15.58 mg EAA/Q.

L’extrait tannique représente la capacité antioxydante la plus faible avec seulement 4.32 mg

EAA/Q.

25

20

15

10

5

o B
les polyphenols flavo Ad flavo ED flavo nb flavo phase Les tanins

aqueuse

Figure 31 : La capacité antioxydante totale des extraits des graines de Salvia hispanica

Flavo Ad : la fraction flavonoidique éther diéthylique ; Flavo ED : la fraction flavonoidique acétate d’éthyle ;

Flavo nb : la fraction flavonoidique n-butanolique ; Flavo phase aqueuse : la fraction flavonoidique phase aqueuse

Les graines de Chia ont joué un réle important dans l'alimentation des Mexicains
préhispaniques et avait une importance indéniable en tant que source de nutriments de haute
qualité (Valdivia et Tecante, 2015).

Les pourcentage de sucres totaux et de matiere grasse trouvés lors de notre étude sont
cohérents avec les résultats du département américain de 1’ Agriculture USDA, qui représentent
42.12% de sucres totaux et 30.74% des lipides totaux (Valdivia et Tecante, 2015) ainsi que
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ceux trouvés par Ixtaina et al., (2008) dont les pourcentages étaient entre 26 — 41% et 30 - 33%
de glucides et de matiére graisse respectivement (Mohd Alli et al., 2012). Orona-Tamayo et
al., (2017) ont rapporté des teneurs en glucides et en matiére grasse comparables (25 a 40% et
26 a 41%). De méme pour une étude sur les graines de Chia Brésiliennes menée par Da Silva

et al., (2017) qui a montré une teneur moyenne en matiéres grasses de 31,2%.

Sargi et al., (2013) en comparant avec les graines de lin et de perilla, ont montré la plus
forte teneur en sucre (45.30%) dans les graines de Chia et ont conclu que cette augmentation
était due a la quantité élevée de fibres alimentaires présentes dans ces gaines. En effet, les
graines de Salvia hispanica L. contiennent environ 30 a 34 g de fibres alimentaires, et la fraction
insoluble (IDF) représente environ 85 a 93%, tandis que les fibres alimentaires solubles (SDF)
représentent environ 7 a 15%. En termes de teneur en fibres alimentaires, les graines de chia

dépassent les fruits secs, les céréales ou les noix (Kulczynski et al., 2019).

Des travaux antérieurs ont constaté que la majorité de la teneur totale en glucides
provenait de polysaccharides (30,81 g dans 100 g), ainsi que I’Organisation de l'alimentation et
I'agriculture (FAO) a identifié le mucilage de chia comme une potentielle source de
polysaccharides, méme a de trés faibles concentrations, en raison de ses propriétés poreuses

dans une solution aqueuse (Dincoglu et Yesildemir, 2019).

Le profil des acides gras des graines de Chia présente un intérét particulier. 1l se
caractérise par une teneur €levée en acides gras polyinsaturés (AGPI) principalement I’acide a-
linolénique (ALA, acide gras ®-3) et linoléique (acides gras LA, ®-6), son huile contient par
conséquent jusqu'a 68% d'acide m-3 et 19% d'acide gras w-6. Les acides oléiques et palmitiques
étant en quantités plus faibles, les graines de Chia sont tout de méme plus riches en acides
omega3 que les graines de lin. Le rapport entre les acides gras o-6 et »-3 est de 0,3: 0,35(Knez
Hrnéi¢ et al., 2020).

En ce qui concerne nos résultats liés a la teneur en cendre, ils étaient supérieurs a ceux
mentionnés par sargi et al., (2013) avec 3.63% et Ozbek, (2016) avec 3.93% (Dincoglu et
Yesildemir, 2019). mais comparables aux résultats de Ixaina et al., (2008) qui se situaient
entre 4 et 5%.

En conclusion, la composition de ces graines est variable et dépend de la région ou elles
se développent. Méme si la plante pousse mieux dans les régions tropicales et subtropicales,

cette sauge peut également étre cultivée dans des climats doux (Valdivia et Tecante, 2015).
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En plus des sucres, des graisses, des cendres, et des fibres, les graines de Chia
contiennent une quantité importante de protéines (31 — 34%). Elles sont une bonne source de
protéines végétales, qui représentent environ 18 a 24% de leur masse. D’aprés Kulczynski et
al., (2019) les analyses de la composition en acides aminés ont confirmé la présence de 10
acides aminés exogeénes, parmi lesquels les plus grandes teneurs étaient pour l'arginine, la
leucine, la phénylalanine, la valine et la lysine. Les protéines des graines de chia sont également
riches en acides aminés endogénes, principalement les acides glutamique et aspartique,

I'alanine, la sérine et la glycine.

D’autre part, elles sont une source de minéraux (calcium, phosphore, potassium et
magnésium), vitamines (thiamine, riboflavine, niacine, acide folique, acide ascorbique et

vitamine A) et des composés antioxydants (Marcinek et Krejpcio, 2017).

Une portion d'une once de graines de Chia contient prées de 20% de la cible quotidienne
de calcium. C’est un nutriment essentiel pour des os sains, et au bon fonctionnement des
muscles, des vaisseaux sanguins, des nerfs, des enzymes et des hormones. Aussi il joue un role
dans la coagulation sanguine, la pression artérielle et le maintien d'un rythme cardiaque et d'une
fonction cérébrale normale. Cette méme portion de graines de Chia a également environ un tiers
de I'objectif quotidien pour les minéraux ; magnésium, manganese et phosphore. Le magnésium
aide a améliorer I'hnumeur et le sommeil, tandis que le manganése joue un réle dans la production
de collagene et favorise la santé de la peau et des os. Le phosphore aide a former les structures

cellulaires et travaille avec le calcium pour garder les os en bonne santé (Sass, 2020).

De plus, elles contiennent de plus petites quantités de vitamines B, de potassium et de
zinc. Les vitamines B aident a soutenir la production d'énergie. Le potassium aide a maintenir
la fonction cardiaque, une pression artérielle saine et les contractions musculaires; empéche les
crampes musculaires; et aide a maintenir la masse musculaire et le zinc est nécessaire pour un

certain nombre de fonctions immunitaires (Sass, 2020).

Les graines de Chia ne contiennent pas de composés toxiques et de gluten, faisant ainsi de ces

graines un coffre-fort également pour les régimes sans gluten (De Falco et al., 2017).

D'autre part, les graines de Chia sont également une riche source de groupes de
composés végeétaux particulierement intéressants, caractérisés par une activité biologique
élevée (Kulczynski et al., 2019). Ces graines contiennent de nombreux composes antioxydants,
tels que les vitamines, les polyphénols et les peptides. Ces composés peuvent inhiber I'activation

du facteur de transcription NF-«B in vitro, réduisant ainsi les processus inflammatoires et méme
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cancérigenes et protégeant contre l'attaque des especes réactives de I'oxygene ou l'azote. Ces
actions antioxydantes peuvent protéger I'organisme des pathologies, comme les maladies
neurologiques, inflammation, immunodéficience, cardiopathie ischémique, accidents

vasculaires cérébraux, maladies d’ Alzheimer et de Parkinson et cancer (Grancieri et al., 2019).

En 2004Jeong et al. ont signalé qu'une augmentation de la consommation de graines de
Chia a été observee en raison de ses antioxydants naturels (Srujana et al., 2019). Les
tocophérols, les phytostérols, les caroténoides sont parmi les principaux antioxydants trouvés
dans les graines de Chia avec les composés polyphénoliques qui sont principalement construits
a partir de bloc de construction d'acide caféique et flavonoides, y compris les flavones,
myricétine, quercétine et kaempférol (De Falco et al., 2017).

Selon notre étude, la teneur en polyphénols totaux des gaines de Chia est plus élevéee
(19.06 mg EAG/g MS) que ceux trouvés par Martinez-Cruz et Paredes-Lopez et al., (2014)
(1,6398 + 0,2081 mg EAG / g de graines de S. hispanica L). Et une autre étude menée sur les
graines de Chia des Etats mexicains de Jalisco et Sinaloa avec une teneur moyenne totale en
composé phénolique de 0,92 mgEAG/g pour Jalisco et 0,88 mgEAG/g pour Sinaloa (Suri et
al., 2016).Ainsi que les résultats obtenu par Da Silva et al., 2017avec des concentration de
composés phénolique de 0,97 £ 0,01 mg EAG / g d'échantillon et 0,99 + 0,02 mg EAG / ¢
d'échantillon des graines de Chia Brésiliennes cultivées respectivement dans les états de Rio
Grande do Sul et Mato Grosso.

Parmi les polyphénols présents dans les graines de S. hispanica L, les flavonoides sont
largement distribués dans ces graines et leur synthése augmente a la suite d'une infection
microbienne (De Falco et al., 2017).

La teneur en flavonoides dans les graines de Chia constatée lors de nos recherches est
égale a 8.32 mg EC/g MS et est supérieure a la valeur mentionnée par Scapin et al., (2016) qui
était de 1,62 g EC/kg MS.

Certains chercheurs ont montré que la teneur en composés phénoliques est affectée par
un certain nombre de facteurs externes, tels que les conditions météorologiques et les conditions
post-récolte (Coelho et Salas-Mellado, 2014). C’est peut-&tre ce qui en fait I'une des raisons
de cette différence de résultats.

Dans I'étude relative aux graines de Chia provenant de deux régions différentes du
Mexique (Jalisco et Sinaloa), le groupe flavonols est présent en plus grande quantité, les graines

de Sinaloa contenaient 0,590 mg/ml d’extrait brut et 0,650 mg/ml d'extrait hydrolysé, tandis
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que les graines de Jalisco contiennent 0,379 mg/ml d'extrait brut et 0,427 mg/ml d'extrait
hydrolysé (Valdivia et Tecante, 2015).

Concernant le dosage des tanins condensés, notre résultat 10.87mg EC/g MS était
Supérieure a celui observeé chez Ding et al., (2016) avec31,15 £ 0,66 mg CE / 100g d'extrait.

En outre, Ciftci et al., (2012) ont montré la présence de campestérol (472 mg / kg de
lipides), de stigmastérol (1248 mg / kg de lipides), de B-sitostérol (2057 mg / kg de lipides) et
de A5-avénasterol. De plus, il a été constaté que les graines de Chia contiennent également des
tocophérols: a-tocophérol (8 mg / kg de lipides), y-tocophérol (422 mg / kg de lipides) et o-
tocophérol (15 mg / kg de lipides) (Kulczynski et al., 2019).

En plus des composés phénolique, des tocophérols et d’autres composés antioxydants,
les graines de Chia ont une teneur totale en vitamine E de 238- 427 mg / kg, comparable a I'huile
d'arachide (398,6 mg / kg), mais elle est inférieure a celle des graines de lin (588,5 mg / kg),
tournesol (634,4 mg / kg) ou soja (1 797,6 mg / kg) (Marcinek et Krejpcio, 2017).

Aprés avoir utilisé la méthodede phosphomolybdéne PRIETO et al., (1999), pour évaluer la
Capacité antioxydante totale des extraits des graines de Chia, on observe que ces graines ont
une activité antioxydante importante. Et les plus fortes capacités ont marqués par l'extrait
flavonique fraction éther diéthylique, I'extrait des polyphénols, et méme par Les extraits

flavoniques acétate d’éthyle et la phase aqueuse.

Il convient également de noter que la phase aqueuse contient des composés flavonoides
hautement polaires (poly hydroxyle). Cela peut s'expliquer par le fait que I'eau représente le
solvant le plus universel qui permet la dissolution de la majorité des flavonoides et des
composes phénoliques. C'est une question de polarité ou les flavonoides contiennent des
groupes hydroxyle qui ont tendance a interagir avec Molécules d'eau (Markham, 1982,
Bruneton,1993).
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Conclusion et perspective

Eviter I'utilisation de produits naturels et s'appuyer sur des produits manufacturés et malsains
est devenu une mauvaise habitude pour de nombreuses sociétés a travers le monde, comme
I'utilisation de fast-foods, de graisses saturées, de conserves...etc. Ce qui a son tour a exacerbé
les maladies et les épidémies, parmi lesquelles des maladies chroniques telles que le diabéte,

I'obésité, I'hypertension artérielle en plus de toutes sortes de cancers et la liste est longue.

Cela a conduit les chercheurs du monde entier a retourner a la nature et a découvrir de nouveaux

produits naturels qui réduisent le risque de ces maladies et la possibilité d'infection.

Par conséquence, ces dernieres années, les laboratoires ont découvert de nouvelles sources
naturelles qui soutiennent le systeme immunitaire humain et eéliminent toutes les toxines du
corps. Ces sources naturelles se trouvent dans des céréales et des fruits, en plus des herbes, qui
peuvent étre incluses dans les industries alimentaires et pharmaceutiques, en plus de leur

utilisation sous leur forme naturelle.

Dans ce contexte, nous nous sommes penchés sur les graines de chia, dont nombreux experts
ont convenu de leurs avantages. Selon les analyses quantitatives du métabolisme primaires et
secondaire, les résultats obtenus montrent que ces graines ont une teneur élevée en sucres totaux

(40.15%) et en matiére graisse (32,29%), en plus d'une quantité importante de cendres (6.56%).

La quantification des différents composés phénoliques par des méthodes spectrophotométriques
nous a permis de déterminer, des teneurs importantes dans 1’ordre en polyphénols totaux (19.06
mg EAG/g MS), suivie du flavonols (12.30 mg EC/g MS), les tanins condensés (10.87mg EC/g
MS), puis les flavonoides (8.32 mg EC/g MS), et enfin les tanins hydrolysables (0.13 mg EC/g
MS).

En outre, 1’évaluation de la Capacité Antioxydante Totale (CAT) par la méthode de
phosphomolybdéne effectuée pour I’extrait polyphénolique, les fractions acétates, éther
diéthylique, n-butanolique et la phase aqueuse ainsi que 1’extrait tannique des graines de Salvia
hispanica L, a révélé une importante activité antioxydante avec une grande capacité de la
fraction éther diethylique (22.62 mg EAA/g MS), et I’extrait polyphénoliques (18.88 mg EAA/g
MS), suivi par la fraction n-butanolique (16.14 mg EAA/g MS). La phase aqueuse également a
une capacité remarquable (15.58 mg EAA/g MS), puis la fraction acétate d’éther (15.43 mg
EAA/g MS), et la plus faible marquée par les tanins (4.32 mg EAA/g MS).

En conclusion et compte tenu des résultats obtenus, il semblerait possible d’utiliser les

graines de Chia comme source facilement accessible de composés naturels et antioxydants.
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Elles peuvent étre utilisées commercialement pour le développement de nouveaux produits
alimentaires, pharmaceutiques et méme cosmétiques, peuvent aider eégalement a la prévention,
au traitement et a la gestion de plusieurs maladies non transmissibles et améliorer le systéme
immunitaire. Les graines de chia peuvent étre considéré comme un aliment fonctionnel qui

pourrait contribuer a améliorer la santé et le mode de vie.

Pour plus d’efficacité des perspectives sont envisageable :

e La détermination de lateneur des graines de Salvia hispanica L en acide a-linolénique
(oméga 3) par la technique chromatographique en phase gazeuse.

e Le dosage des protéines par la méthode de Kjeldahl.

e Le dosage des fibres alimentaires.

e L’utilisation de la méthode de piégeage du radical libre (DPPH) et le pouvoir réducteur

du fer (FRAP), pour I’évaluation de I’activité antioxydante de ces graines.
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o Annexe

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des Sucres totaux
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Annex a : Courbe d’étalonnage du glucose pour le dosage des sucres totaux

» Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
Cette courbe est établie en utilisant ’acide gallique comme référence. La courbe

d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,9997.
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Annex b : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage

des polyphénols totaux.



o Annexe

» Courbe d'étalonnage pour le dosage flavonoides
La courbe suivante est établie en utilisant comme référence la Catéchine et le coefficient
de corrélation R2= 0,9984.
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Annex ¢ : Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
» Courbe d'étalonnage pour le dosage des tanins condensés
Le composé de référence utilisé pour I’établissement de cette courbe est la Catéchine. La
courbe est établie avec un coefficient de corrélation R?= 0,9972.
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Annex d : Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés
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» Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonols
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Résumé

Il a été prouvé au cours des derniéres années que les aliments fonctionnels jouent un role important dans la promotion de la santé humaine et
la réduction de diverses maladies, grace aux nutriments de base et aux phytonutriments qu'ils contiennent. Les graines de Chia ne sont pas
nouvelles dans I’alimentation. Elles ont été utilisées méme a I'époque précolombienne par les Azteques comme denrées alimentaires. Ces
graines sont considérées comme un aliment fonctionnel car elles apparaissent comme une source importante de fibres alimentaires (solubles et
insolubles), d’acides gras (oméga-3), de protéines, de composés biologiquement actifs et polyphénoliques. Le premier volet de notre étude sur
les graines de Chia a pour but la détermination quantitative des métabolites primaires via le dosage des sucres totaux avec des techniques
colorimétriques, la détermination de la teneur en matiére grasse qui été réalisée dans un appareil approprié de type soxhlet avec un solvant
organique, et enfin la détermination de la teneur en cendres basé sur ’incinération dans un four & moufle. Le deuxiéme volet basé sur
I’extraction et le dosage des phénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins condensés et hydrolysables par le réactif de Folin-
ciocalteu, le trichlorure d’aluminium, par le test de vanilline et par le chlorure ferrique respectivement.La derniére partie est I’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits des graines de Salvia hispanica L qui est déterminée in vitro en utilisant la capacité antioxydante totale. Les
résultats obtenus, ont montré la présence des sucres totaux a raison de 40.15%, une teneur en matiére grasse de 32.29% ainsi que 6,56% en
cendres. La détermination des teneurs en polyphénols a révélée une teneur élevé en polyphénols totaux avec 19.06 mg EAG/g MS, suivi des
flavonols avec 12.30 mg EC/g MS, et des tanins condensés 10.87 mg EC/g MS, des flavonoides avec 8.32 mg EC/g MS, alors que la plus
faible teneur est marquée par les tanins hydrolysables avec 0.13 mg EC/g MS. L’évaluation du pouvoir antioxydant par la CAT a révélé que
les extraits de I’espéce végétale étudiée présentent des propriétés antioxydantes a différentes concentrations. Les extraits les plus efficaces sont
: la fraction éther diethylique et I’extrait polyphénoliques avec des capacités de 22.62 mg EAA/g, et 18.88 mg EAA/g respectivement, suivi
par la fraction n-butanolique, la phase aqueuse, la fraction d’acétate d’éther, et I’extrait tanique. En conclusion, il est probable que les graines
de Salvia hispanica L. peuvent étre considérées comme aliment fonctionnel ou un nutraceutique efficace, capable de prévenir ou de ralentir le

développement de maladies chroniques et de promouvoir une meilleure santé, une meilleure qualité de vie et une plus grande longévité.
Mots clés : Salvia hispanica L, graines de Chia, composés phénoliques, activité antioxydante, CAT.
Abstract:

Functional foods have been proven in recent years to play an important role in promoting human health and reducing various diseases, thanks
to the basic nutrients and phytonutrients they contain. Chia seeds are not new to food. They were used even in pre-Columbian times by the
Aztecs as food. These seeds are considered a functional food because they appear as an important source of dietary fiber (soluble and insoluble),

fatty acids (omega-3), proteins, biologically active and polyphenolic compounds.

The first part of our study on Chia seeds aims at the quantitative determination of primary metabolites via the determination of total sugars
with colorimetric techniques, the determination of the fat content which was carried out in an appropriate device of the soxhlet type with an
organic solvent, and finally the determination of the ash content based on the incineration in a muffle furnace. The second component based
on the extraction and determination of total phenols, flavonoids, flavonols and tannins condensed and hydrolyzable by the Folin-ciocalteu

reagent, aluminum trichloride, by the vanillin test and by ferric chloride respectively.

The last part is the evaluation of the antioxidant activity of the extracts of the seeds of Salvia hispanica L which is determined in vitro using

the total antioxidant capacity.

The results obtained showed the presence of total sugars at 40.15%, a fat content of 32.29% and 6.56% in ashes. The determination of
polyphenol contents revealed a high content of total polyphenols with 19.06 mg EAG / g DM, followed by flavonols with 12.30 mg EC / g
DM, and condensed tannins 10.87 mg EC / g DM, flavonoids with 8.32 mg EC / g DM, while the lowest content is marked by hydrolyzable
tannins with 0.13 mg EC / g DM. The evaluation of antioxidant power by the CAT revealed that the extracts of the plant species studied have
antioxidant properties at different concentrations. The most effective extracts are: the diethyl ether fraction and the polyphenolic extract with
capacities of 22.62 mg EAA / g, and 18.88 mg EAA / g respectively, followed by the n-butanolic fraction, the aqueous phase, the fraction ether
acetate, and tannic extract. In conclusion, it is likely that the seeds of Salvia hispanica L. can be represented as an effective functional or non-
nutraceutical food, capable of preventing or slowing the development of chronic diseases and promoting better health, a better quality of life

and a greater longevity.

Key words: Salvia hispanica L, Chia seeds, phenolic compounds, antioxidant activity, CAT.
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