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Résumeé

D'apres les données des bilans alimentaires établis par la FAO, les consommations totales dans le monde
en 2005, atteignaient 145 kg par personne pour les légumes et 84 kg pour les fruits Cette consommation
par personne pour |'ensemble des fruits et des égumes crgjf, segulierement depuis la fin des années 70, et
tend a étre stable pour les |égumes depuis le début du Siécie mais une consommation croissante
pour les fruits Dans ce présent travail nous avons choisi trois |égumes méditerranéens pour une étude
nhytochimique a savoir le cardon 6yiara carrJwicuJu.. latnauve Malva Sylvestrls et le choL vert
Brassica oleraceae. Cardon Cynara cardunculus est un légume qui est caractérisé par une teneur élevée
en protéines avec un pouvoir antioxydant de ses extraits de flavonoides satisfaisant. Mauve Malva
sylvesiris est une véritable source de protéines avec une huile tres riche en acides gras essentiels tels que
I'acide linolénique et I'acide linoléque. Chou vert Brassica oleraceaeprésente une similitude dans son
profil en acides aminés avec celui des autres [égumes étudiés en bibliographie. Il a é&é montré que le
Soxhiet assisté par micro-ondes peut étre une bonne alternative par rapport au Soxhlet traditionnel tout
en offrant le méme rendement mais avec un temps, une quantité de solvant et une consommation
d'énergie réduites.

Mots clés: fruits et |égumes, étude phytochimique, Cynara cardunculus, Malva sylvestris, Brassica
oleraceae, Soxhiet, micro-ondes.

According to the data of the food balances establish by FAO, the overali consumptionsin the world in
2005, reached 145 kg per person for vegetables and 84 kg for the fruits. This consumption by person for
the whole of the fruits and vegetables believes regularly sinGe the end of the Seventies, and tends to
being stable for vegetables since the beginning of the 21 st century but an increasing consumption for the
fruits In this present work we chose three M editerranean vegetables for a phytochimic study with
knowing the cardoon Cynara cardunculus, the mallow Malva sylvestris and the curly kale Brassica
oleraceae Cardoon Cynara cardunculusis a vegetable which is characterized by a high percentage of
proteins with an antioxydant capaclty of its extracts of flavonoids satisfactory Mauve Malva sylvestris
isatrue source of proteinswith an oil very rich in essential fatty acids such asthe linoleic acid and the
linoleic acid.Curly kale Brassica oleraceaeprescrits a similarity in its profile in amino acids with that of
other vegetables studied in bibliography.It was shown that Soxhlet assisted by microwaves can be a
good alternative compared to traditional Soxhiet while offering the saine output but with atime, a
quantity of solvent and a reduced consumption of energy.

Keywords: fruit and vegetables, phytochimic study, Cynara cardunculus, Malva sylvesiris, Brassica
oleraceae, Soxhiet, microwaves.
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' La consommation de fruits et |égumes est considérée par de nombreuses instances comme un
enjeu de santé publique et fait I'objet de recommandations nutritionnelles au niveau mondial par
laFAO et I'OMS. Le secteur desfruits et légumes frais a réalisé des efforts importants
d'adaptation au cours des 15 dernieres années. Les gains de productivité ont ainsi été supérieurs a
bon nombre d'autres secteurs agricoles, dans un contexte ou |l es exigences sanitaires et
gualitatives, portées par des objectifs d'assurance des consommateurs et de segmentation du

'marché, se sont notablement renforcées. L es |égumes apportent dans notre alimentation
quotidienne des fibres, des vitamines, des minéraux, dont les apports nutritionnels conseill és ont
été établis par des chercheurs et des médecins. Ils représentent |a source alimentaire quasi
exclusive de certains nutriments. |s renferment aussi une grande variété de composés, dépourvus
de valur nutritionnelle appel és métabolites secondaires. Ces composés appartiennent a

différentes familles : les polyphénols, |es caroténoides, les composés soufrés comme les
glucosinolates et les phytostérols. Ces métabolites secondaires sont reconnus pour leurs activités

biologiques nombreuses et leurs effets positifs sur la santé.

Cette thése est consacrée a l'étude phytochimigue de trois |égumes méditerranéens, cardon
Cynara cardunculus, mauve Malva sylvestris et chou vert Brcissica oleraceaeissues du screening
de légumes traditionnellement utilisés dans e bassin méditerranéen en général et danslarégion
de Tlemcen (Algérie) en particulier. Le but de cette éude consiste a renforcer la connajs;ance
phytochimique de ces légumes et a mettre en évidence les composés chimiques pour chac n des
trois légumes en vue de I'utilisation ultérieure de leurs extraits dans des éudes complémentaires.
Dans une premiere partie introductive, nous aborderons en premier lieu I'importance économique
et nutritionnelle des |égumes dans e monde en général et en Algérie en particulier. Une étude
bibliographique sur l'intérét de leurs constituants phytochimiques sera aussi abordée et traitée

d'une maniére exhaustive.



L'état de connaissance bibliographigue botanique sur les trois |égumes sera présenté dans une
seconde partie. Nous dével opperons également les résultats de I'étude phytochimique du cardon
Cynara cardunculus, de lamauve Malva sylvestris et du chou vert Brassica oleraceae. Nous

insisterons sur ja comparaison de ces résultats d'une part entre ces trois |égumes étudiés et

d'autre part avec les différents |égumes traités en bibliographie.

Latroisieme partie sera consacrée a une étude innovante sur |'extraction de la matiere grasse de
cestrois légumes verts gréce & un nouveau procédé de Soxhlet assisté par micro-ondes.



i .
e

D
IRaTi
RN
7 L

3

T
gy

S




s




En attendant de nouveaux progres dans le domaine de la santé, nous disposons au moins
d'une certitude la consommation de fruits et |égumes a un impact tres favorable sur le maintien
de lasanté et doit étre encouragée. L es especes réactives d'oxygene sont omniprésentes dans la
vie humaine. Comme I'oxygene, le glucose et le fer, elles sont alafois salutaires et nocives. Le
réle des especes réactives d'oxygene dans le processus de vieillissement et de maladie humaine
est énergiquement étudié, en particulier pour les maladies neurodégénératives, ou les |ésions de
neurones aggravées des radicaux libres sont évidentes. Sur le plan de la prévention de lamaladie,
il est peu probable que de fortes doses d'antioxydants simples soient généralement sal utaires et,
tout ce que I'on peut dire en ce moment de fagon concluante c'est que manger moins de graisses
et plus de légumes et de fruits frais pourrait étre profitable a certaines populations. Ce dernier
concept était méme bien connu d'Hippocrate, qui ne savait rien des antioxydants mais était
parvenu ala méme conclusion en utilisant de simples observations cliniques et en se fiant a son

propre bon sens.

Dans cette partie bibliographie, nous présenterons |l es aspects phytochimiques et
nutrritionels des fruits et Iégumes en général. Cette analyse bibliographique fera état des travaux
antérieurs sur les fruits et légumes ainsi que la description de leur composition chimique et leur
effet sur la santé humaine. Dans un premier chapitre, I'importance économique et nutritionelle
des fruits et |égumes seront présentés. Le second chapitre traitera de leur phytochimie. Dans le
dernier chapitre, on détaillerala composition en antioxydants des fruits et |égumes et leur inipct

positif et/ou négatif sur le corp humain.






1. Production et consommation des fruits et Ilégumes dans le monde:

La production mondiale des fruits et Iégumes frais ou transformeés est de |'ordre du milliard de
tonnes dont 55 % de légumes (L oeuilhet et Fajac, 1998). Le commerce mondial des fruits et
légumes (75 millions de tonnes) est en pleine extension ; il dépasse 55 milliards do dollars et
correspond a plus de 15 % des échanges mondiaux de produits alimentaires (Daviron, 1996). Un
exercice récent de recherches statistique (FAOSTAT, 2005), sur la base des données fournies par
laFAQ pour I'année 2005, a permis de mettre en évidence le poids stratégique de la Méditerranée
et de ses pays riverains dans les productions mondiales de fruits et de |égumes. Pour cadrer

T globalement ce sujet, sans doute convient-il de souligner que le Bassin méditerranéen couvre
1 environ 16% de la production mondiale de fruits et 13% de la production mondiale de |égumes.
Cette position tend cependant a satténuer depuis plusieurs années. Ainsi, au début des années
1970, la Méditerranée couvrait 26% de la production mondiale de fruits (M editerra, 2007). Cette
lente érosion sexplique notammentpar |e dével oppement de la production dans les pays sud-
ameéricains et asiatiques, avec en particulier |la montée en puissance de la Chine Cette derniere
assure désormais 36% de la production mondiale en fruits et [égumes. Les Etats-Unis en couvrent

pour leur part 5% environ.

1.1. Leniveau et |'évolution de la consommation:
La consommation de fruits et |égumes est considérée par de nombreuses instances comme un
renjeu de santé publique et fait I'objet de recommandations nutritionnelles au niveau mondial par
laFAQ et 'OMS. Bien gque les consommateurs reconnaissent I'intérét d'une consommation
accrue de fruits et [égumes, leur consommation n'évolue que tres peu, et reste caractérisée par de
fortes inégalités dans la population.
Dans |le méme temps, |e marché des fruits et |égumes représente un enjeu économique pour les
producteurs. Lafiliére des fruits et |égumes exerce ses activités dans un contexte commercial
international qui génére une concurrence accrue sur les prix. D'apres les données des bilans
alimentaires établis par la FAQ, les consommations totales dans le monde, en 2005, atteignaient
145 kg par personne pour les légumes et 84 kg pour les fruits, soit une consommation apparente
totale de |'ordre de 630 g par personne et par jour. Rappelons que cette estimation correspond a

I'ensemble des utilisations de fruits et |égumes dans e monde, quelles que soient lesformes et les



lieux de consommation (frais, transformé, a domicile, au restaurant, dans les institutions...).
L'évaluation integre tous les fruits et |égumes transformés (conserves, surgelés, soupes, jus de
fruits, compotes, confiture...), qui sont convertis en "équivalents primaires’. Ce mode de calcul
permet de tenir compte de |'ensembl e des formes de consommation y compris celles dans
lesquelles les fruits et Iégumes ne sont pas toujours I'ingrédient dominant (plats préparés, pizza,
dessertslactés...). En revanche, ces consommations incluent des quantités qui sont perdues aux
divers stades de la transformation, de ladistribution et de la préparation finale des aliments. Elles
surestiment donc |les quantités effectivement ingérées par les consommateurs. Une étude réalisée
sur les consommations alimentaires aux USA (Kantor et al., 1997) estime le montant des pertes
a32% pour lesfruits et [égumes frais et 16% pour les fruits et [égumes transformés. Les données
issues des bilans d'approvisionnement présentent |'intérét d'étre disponibles sur de longues
périodes et dans tous les pays du monde. La figurel.!. montre |'évolution de la consommation
par personne dans le monde depuis 1961 pour I'ensemble des fruits et des |égumes (hors pommes
de terre et féculents). Selon ces données, |es consommations total es apparai ssent réguliérement
croissantes depuis la fin des années soixante-dix. Les nouvelles séries, établies avec une
meéthodol ogie améliorée, qui couvre la période 1990-2005, montrent que, depuis le début des
années 2000, la consommation apparente totale de |égumes est stable, et que celle des fruits
augmente |égerement. La figure 1.2. confirme lafaible croissance de la consommation apparente
des légumes, qui concerne essentiellement les conserves et le surgelé. Du cété des fruits, ce sont
auss les produits transformés, et en particulier les jus de fruits, qui expliguent I'augmentation de
la consommation apparente depuis le début des années quatre-vingt dix. En 2004, les données des
Comptes Nationaux estiment la consommation totale de légumes a 125 kg (92 kg pour les
légumes frais et 33 kg pour les conserves et le surgel€), et laconsommation de fruits a 63 kg pour
lesfruitsfrais, 7 kg pour lesfruits transformeés et 23 litres pour les jus de fruits et les nectars. Ces
données sont de méme nature que celles issues de bilans alimentaires de la FAO. Elles
concernent I'ensemble de la consommation dans le monde (a domicile, hors domicile et dans les
institutions, et elle inclue une estimation de |'autoconsommation des produits des exploitations
agricoles et des jardins familiaux). Contrairement aux données de la FAO, elles ne sont pas
estimeées en termes d'équivalents primaires, mais en termes de quantités mises en marché. Les

pertes lors de la transformation sont donc exclues, mais pas celles qui interviennent lors de la



10

distribution, du stockage et de la préparation domestique.

Anciennes séries 1961-2003 Nouvees séries 1990.2005

kglp erso on etan

kg/#erson,&ar,
i60 . . - - - 0

140 140

120 + 120

100 100

80 80

00 60

—®=Légumes r u 1
—Ar—=Fiits . 40 |

40 Jo e e o e e e ]

20 b e~ [ T T U S e e e N 20

0 1965 .1970 1975:  '1980. 1955 1445

Source FAOSTAT
FigureLi. Evolution de la consommation appar ente de fruits et Iégumes -dansle monde

d'apréslesbilansalimentairesdela FAO (FAOSTAT, 2005).
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Figure 1.2. Evolution de la consommation apparente de fruitset légumesd'aprésia

Comptabilité Nationale (INSEE, Comptabilité Nationale, base 2000).

L es évolutions en volume confirment cette croissance plus marquée des -légumes et des fruits



transformés (Figure 1.3.). Lacomparaison de I'évolution des prix et des volumes consommés
montre que la croissance de la consommation est beaucoup plus forte pour les produits

transformés dont les prix ont augmenté beaucoup moins vite que ceux des produits frais. De 1960

a 2005, les prix ala consommation des légumes frais ont augmenté de 40% de plus que
I'ensembl e des prix alimentaires, et les prix des |égumes transformés ont baissé de 40% par
rapport alamoyenne des prix alimentaires (Figure 1.3.). Dans le cas des fruits, les écarts entre
les produits frais et transformeés est de moindre ampleur. H n'apparait qu'alafin des années
quatre-vingt, et résulte pour une large part de la baisse du prix des jus de fruits. Conjointement a
I'évolution favorable des prix relatifs, I'évolution des modes de vie privilégiant I'économie de

temps a fortement stimulé la demande de fruits et |égumes transformés.
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Figure 1.3. Evolution des volumes et des prix ala consommation des fruits et |égumes de
1960 a 2005 (INSEE, Comptabilité National e, base 2000).
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1.2. Tendances r écentes de la consommation et recommandations;

Depuis lafin des années quatre-vingt dix, les données des panels d'achats des ménages et des enquétes
alimentaires individuelles mettent en évidence une tendance ala baisse de |la consommation Les
données recueillies par INS Wo'ld panel et publiées par es organisrLs interprrlcssionrels mor'trent
que, de 1998 a 2006, les achats de fruits et |égumes frais des ménages pour la consommation a
domicile ont baisse de fagon réguliere en quantité. Les dépenses correspondantes par ménage sont
restées, elles, quasiment stables (Figure 1.4.). L'évolution des quantités effectivement consommeées par
lesindividus a partir de I'enquéte INCA 1 de 1998-99 et de I'enquéte CCAF (Comportement et
Consommation Alimentaire en France), réalisée en 2002-2003, conduites toutes |les deux avec laméme
meéthodol ogie, montre également une baisse de la consommation totale de fruits et [égumes dans la
population des adultes (Hebel, 2007). L'ensemble des sources statistiques (disponibilités, panels
d'achat, enquétes de consommation) fournit donc des estimations un peu différentes les panels et les
engquétes alimentaires montrent une baisse qui n'apparait pas dans les données globales sur les
consommations Finalement, compte tenu des difficultés de mesure et des incertitudes sur la
composition des produits élaborés, une hypothese prudente consiste a considérer que les estimations de
la consommation totale des fruits et |égumes fluctuent autour d'une moyenne qui ne varie probablement
pas beaucoup depuis lafin des années quatre-vingt dix Cette consommation reste, en tout cas,
inférieure aux recommandations nutritionnelles (400 g/jour) pour une large fraction de la population
L es données de I'enquéte INCA | indiquent qu'environ 60% des individus adultes ont une
consommation inférieure a ce repére. Exprimée en fréquence de consommation ("5 fruits et Iégumes
par jour™), larecommandation est suivie par une fraction encore plus faible de la population adulte
(moins de 5% d'apres |'enquéte INCA 1, de l'ordre de 10% d'apres |e Barométre Santé Nutrition) Les
différentes enquétes font également ressortir des proportions éevées de petits consommateurs (moins
de 3,5 portions par jour). Ces différentes observations, jointes au constat de la quasi-stationnarité de la
consommation depuis la fin des années quatre-vingt dix, sont al'origine des recommandations du
deuxieme Plan international nutrition santé relatives a la nécessité d'augmenter la consormmation des

fruits et Iégumes, et particuliérement celle des petits consommateurs (AFSSA, IENPES 2004)
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Figure 1.4. Evolution des achats de fruits et Iégumes frais des ménages de 1998 a 2006 (Hebel,
2007).

1.3. Compar aisonsinter nationales:

Il existe quelques publications de données d'enquéte permettant de mettre en évidence des tendances
de consommation de fruits et |égumes au niveau international, mais les bilans alimentaires établis par la
FAO restent |a principal e source d'information pour comparer les niveaux de consommation des
différents pays dansle monde. La figure 1.5. rassemble les moyennes triennales 2001-2003 des
consommations apparentes totales de fruits et |égumes fournies par les bilans alimentaires de laFAO
pour quelques pays développés ou en transition économique. On observe des écarts importants entre les
pays forts consommateurs (pays de I'Europe du Sud, Turguie, Chine) et les pays faibles consommateurs

(Europe du Nord et de I'Est, Japon).

Au niveau mondial, I'exploitation regroupée des données de consommeation arparente de laFAQ par le
programme GEM S-FOOD Regional Diet de |'OMS montre une consommation moyenne de |égumes
(hors pommes de terre) plus forte dans le modele européen (372 ¢lj) que dans les modéeles moyen-
oriental (233 ¢lj), asiatique (I 79 dlj), latino-américain (I 50 glj) et africain (77 glj). Pour lesfruits, les
consommations moyennes sont plus fortes dans le modél e |atino-américain (271 g/j) que dans les

modeéles européen (212 g/j), moyen oriental (204 glj) asiatique (85 g/j) et africain (95 g/j).
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Figure 1.5. Consommation appar ente de fruits et Iégumes dans quelques pays développés,

moyennes triennales 2001-2003 (Bilans alimentaires FAJ, 2003).

En Europe, I'étude EPIC dans 27 centres répartis dans 10 pays montre que la consommation de fruits et
Iégumes est plus importante dans les pays mediterranéens et que la consommation la plus faible est
enregistrée en Scandinavie et aux Pays-Bas pour les hommes comme pour lesfemmes (Agudo et al.,
2002). Ce gradient Nord-Sud de la consommation de fruits et |égumes en Europe est confirmé par
I'étude DAFNE basée sur les achats des ménages (Naska, 2000). En Suede, le projet MONICA a
permis de comparer dans le temps quatre études individuelles transversal es de méthodologie
comparable dans le Nord de la Suéde ou |la consommation de fruits et |égumes était traditionncflement
faible. Une augmentation significative de la fréguence de consommeation de fruits était constatée entre
1986 et 1999 pour les fruits (hommes et femmes) et pour les |égumes (femmes seulement). Seules les
consommations de jus de fruits, de bananes et de laitues augmentaient a lafois chez les hommes et les
femmes. Les consommations d'épinards, de choux blancs, d'oranges et de baies rouges bai ssaient chez

leshommes ainsi que la consommation d'épinards chez les femmes (Krachler et al., 2005).

En Finlande, |'étude annuelle sur les comportements en matiere de santé des adultes (AV TK-survey)

montre une augmentation réguliere de la fréquence de consommation quotidienne de |égumes entre
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1978 et 2002 pour les hommes comme pour les femmes. Cependant, ces fréquences restent basses
T 40% chez les femmes et 28% chez |es hommes en 2002 (Prattala, 2003). Au Danemark, I'étude
nationale de consommation alimentaire individuelle montre une nette augmentation de la part des fruits
(+64%) et des légumes (+33%) dans I'alimentation de la population totale entre 1995 et 20002002
(DFVF, 2005). Ces augmentations de consommation des fruits et |égumes dans les pays scandinaves se
font dans des régions ou pays ou la consommation était traditionnellement basse En revanche, aux
Pays Bas, les études de consommation alimentaire individuelle FCS montrent plutét une décroissance

de la consommation de fruits et |égumes entre 1987 et 1998 (Voedingscentrum, 1998)

Plusieurs publications font également mention d'une augmentation de la consommation de fruits et
|égumes dans des pays asiatiques comme laCorée (Lim et al., 2005) ou la Thailande (Schmidt et
Isvilanonda, S., 2004). Aux Etats-Unis, |les études de consommation alimentaire individuelle du
ministére de |'agriculture CSFII montrent une |égére amélioration de la consommation de fruits et de
l[égumes entre 1977 et 1998 (Kranz et al., 2004).

L es tendances de consommation de fruits et |égumes apparai ssent donc contrastées selon les pays avec

une augmentation dans les pays Scandinaves qui étaient traditionnellement trés peu consommateurs.

1.4. Production et consommation desfruits et légumesen Algérie:

L'Algérie traditionnellement exportatrice de fruits et |égumes fait face depuis une quinzaine d'annéesa
de sérieux problemes d'approvisionnement et de régulation de son marché. La consommation de fruits
et légumes frais n'a cessé de croitre et continuera vrai semblablement en raison de la forte demande.
Dans cette partie, nous proposons un apercu sur le secteur des fruits et Iégumes frais, atravers
I'évolution de la consommation, du niveau de la production et des contraintes auxquellesfait face le
secteur, notamment dans le domaine de la distribution. La consommation des |égumes frais a beaucoup
augmenté en Algérie ala suite de I'essor démographique et a larelative amélioration des niveaux de
vie. Par contre, la consommation de fruits n'a cessé de diminuer.

De 1981 41992, la consommation de |égumes frais a presque doubl &, passant de 73,1 a 135,5
kg/hab./an. La pomme de terre et latomate constituent pres de 50 % de la consommation des |égumes
frais. Lapart des autres légumes reste assez faible : 0,5 kg/hab./an pour I'ail ; | kg pour 'aubergine ; 4
kg pour le poivron ; 10 kg pour |'oignon. La consommeation a stagné entre 1985 et 1988 a cause de la

forte réduction des importations de pomme de terre. La consommation fruitiere a par contre diminué,
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passant de 41 a 31 kg/hab./an entre 1981 et 1992. Cette régression résulte de la diminution de la

production fruitiere et d'une forte croissance démographique (Tableau 1.1.).

L e secteur des fruits et Iégumes frais enregistre e taux d'autosuffisance le plus élevé. Les taux

d'autosuffisance en fruits et Iégumes ont connu des évolutions opposées. Ce taux était satisfai sant pour

lesfruits entre 1981 et 1984 et faible pour les Iégumes, il Sinverseraentre 1986 et 1990 (Tableau 1.2.).

Tableau 1.1. Evolution de la consommation des fruits et Iégumes (en kg/hab/an) (ONS, 1991a;
Ministeredel'Agriculture, 1993)

isL rer
197.2 198E T 19S558 9'89 9.2
Léit 0 73 1 10i 3 13
Pontne d ce're 2. L. 332 325 4-. A8
-Torate 1C.C go 7194 225
40g 35
-Fn nc.nLn .rp n 5 7i5 6

Tableau 1.2. Evolution du pour centage d'autosuffisance (Bédrani, 1993).

19811.982 19831984 1985 1986 19W 1988 1.989 1990

L égumesverts 61 39 49 58 60 84 199 98 91 89
Fruits 117 86 96 100 73 76 77 77 74 65

L a non-satisfaction des besoins de consommation en |égumes produits localement sexplique
essentiellement par la part importante qu'occupe la pomme de terre dans la consommation et dont la
production locale reste faible. Les objectifs de la production de légumes frais, selon le ministere de

I'Agriculture pour I'an 2000, visent la satisfaction des besoins globaux estimés a 5,2 millions de tonnes
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gréce a un accroissement des rendements et a l'extension des superficiesa 350 000 hectares (Mekhlef,
1993) (Tableau 1.3.). D'aprés|'Institut National des Etudes Stratégiques Globales, |e taux
d'autosuffisance en fruits et |égumes est estimé a 90 o pour les années 2000 et 2010, soit le plus haut

niveau pour les produits agricoles et alimentaires.

Durant les trois dernieres décennies, les cultures de légumes se sont fortement développées ; I'intérét
particulier que portent les agriculteurs a ces cultures a entrainé une forte extension de leurs superficies
qui ont quadruplé entre 1965 et 1992, passant de 85 000 ha & 330 620 ha. Certains |égumes, a savoir les
pommes de terre et les tomates, représentent 46 % de la production légumiere. Malgreé le fait que la
culture de la pomme de terre occupe plus du tiers des surfaces |égumieres, I'Algérie n'arrive pas encore
alasatisfaction totale de ses besoins. Latendance générale pour les superficies, la production et les
rendements est vers la hausse. Cette évolution ne sera pas sans conséquences dans la satisfaction des
besoins locaux et contribuera dans une large mesure a réduire les importations. Latomate est le second
~ produit maraicher de par la place qu'elle occupe dans les habitudes alimentaires en Algérie.
Contrairement ala pomme de terre, latomate n'a pas connu une grande hausse des superficies (une
augmentation de 13 % seulement a été enregistrée). La culture de plein champ n'arrive pas a satisfaire
la demande en tomates, d'ou la place importante qu'occupe la conduite sous abri plastique (Tableau

1.4).

Tableau 1.3. Evolution des superficies, des productions et desrendementsde la pommedeterre

(1980-1981 = année de base) (Ministéeredel'Agriculture, 1993).

Moyennes Superficies Pro ductious Rendements
Périodes hectares indice tonnes indice tonnes/ha indice
1980 8% 77 360 102 506158 86 6.54 85

— 1958:8 9337.0 123 76.2968 12.9 8.17 106
19S8-.8.9 .97600 128 898820 152 9.i1 119
1989-90 104060 137 1060 "00 1. 80 10.19 131
1990-91 102430 135 808 541 137 7.89 102
199.1-92 97 500 128 1 300 000 220 13.33 171

1992-93 85000 112 1280000 216 15.06 194
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Tableau 1.4. Evolution des superficies, des productions et desrendements de la tomate (1980-

1981 = année de base) (Ministéredel'Agriculture, 1993).

M oyennes .Superficies Productions Rendements

Périodes hectares  indice tonnes indice tonnees’ha  indice
1980-84 16684 880 167568 920 10-D4 1050
1985-88 17905 940 238680 1310 13--33 1390
1928-89 1950 102.5 291 231 159.7 1433 156.2
1989-90 19460 102.3 282 841 155.2 1433 151.6
190:91 191 1007 306644 168.2 16.00 1663
1991-92 18.020 :94.7 2.95892 162.3 16A2 1714
1992-93 18 840 99.0 315357 173.0 16.74 174.7

1.4.1. Evolution des prix ala production:

- En I'absence d'informations, il est difficile d'analyser les prix et les colts. Notons que, globalement, la
hausse des prix ala production suit la méme tendance que celles des facteurs de production (Tableau
1.5.). Cette hausse limitée entre 1988 et 1991, va saccentuer des 1992 ; ceci sexplique essentiellement
par laforte hausse qu'ont connue les semences et |es produits de traitement. Si latendance générale

T entre 1988 et 1993 est ala hausse, I'indice de variation annuelle montre une tendance fluctuante,
négative par moment, comme c'est le cas pour latomate dont le prix a chuté en 1991 par rapport a
1990. 11 en est de méme pour les oranges dont les prix accusent une régression en 1992 par rapport a

1993.
1.4.2. Evolution des prix ala consommation:.
L'indice des prix des fruits et |égumes est en hausse constante passant de 100 en 1982 a 315 en 1993

pour les légumes, et de 333,5 en 1993 contre 372,8 en 1992. 11 faut noter que, que ce soit pour les
Iégumes ou pour les fruits, la hausse a été constante mais relativement lente ; dés 1990, elle sera brutale
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comme nous le montre la variation annuelle, al'exception des fruits qui semblent atteindre e plafond
des 1992. Latendance générale des fruits est confirmée par les oranges dont les prix ont é&té multipliés
par 3 entre 1982 et 1992, pour se stabiliser aprés avoir accusé une forte hausse en 1990 (Tableau 1.6.).
Jusqu'ala campagne 1986, latomate était conduite en plein champ et n'était disponible qu'en saison et
en grande quantité avec des prix relativement bas (entre 4 et 10 DA). Avec le lancement des cultures
sous abris plastiques, €lle sera disponible pratiquement tout au long de I'année mais a des prix
excessivement élevés. Les écarts sont importants entre les prix des tomates de saison et ceux en hors
saison.
Latendance générale est ala hausse, sauf pour la campagne 1991, pour les raisons évoquées plus haut.
A part en 1989 et 1992, |a hausse des prix ala consommation a é&té constante pour la pomme de terre.
Les variations annuelles pour les trois produits considérés seront trés fluctuantes, ce qui sexpliquent
par la complexité des marchés des fruits et Iégumes. En effet, le constat sur le terrain est que les
niveaux des prix ne répondent généralement a aucune logique ; en tous cas, ils n‘ont aucun rapport avec
les colts ou les prix ala production. L'importante marge qui se dégage entre ces prix et les prix ala
consommation le montre clairement.
Tableau 1.5. Evolution des prix moyens a laproduction (Mekhlef, 1993; " Ministérede
I"Agriculture, 1992a).

1988 1989 .1990 1991 1992 1993

Tomate (DAK 53 76 105 9.0 13.0 18.3
Indice 1010.0 138.0 191M 164.0 236.0 336°0
Variati'oiamiu.eile :(%) - 332 3:82 44.3 v 414
Pomme de. terre (DA/Kg. 2.7 10 3.3 4.0 6.5 63
Indice 100.0 111.0 120.0 148.0 241.0 241.0
Variation annuelle (%) 11.0 33 23.0 623 oM
Orange* DAJkg 5.0 5.3 6M 75 7.0 71
Indice 1(EOM 106.0 120.0 150M 140.0 142.0

Variation annuelle (%) 6.0 13.2 25.0 6.:6 14.0
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Tableau 1.6. Evolution des prix a la consommation en DA courants (ONS, 1991b).

1982 19.88 1989 19.90 1.991 1992 1993

Tomate (DA JKQ) 8.60 10.75 13.40 16.00 15.80 16,10 22.80
, Indice base 100 10000 12500 15600 18600 18400 18700 26500
Variation annuelle .(%) , - 24.60 19.40 1.20 1.60 50.90
Pomme deterre (D JkJ 3.14 600 5.80 7.60 9.40 330 1110
Tudicebase 100 10000 19100 18500 24200 29900 26400 3400
Variation annuelle (%) . - -3.30 31.00 23.60 11710 33.70-
Orange Dikg 670 1050 1290 1800 1900 2190 2000
Indice frte 100 10000 1500  193.00. 26900 28400 32700 29900
Variation.annueile(%) _ - 22.80 39.50 530 1520

L e cas des pommes de terre et des oranges et, dans une moindre mesure, des tomates, sont significatifs.
Larente prélevée aux différents stades de la distribution profite en premier lieu aux intermédiaires et,
dans une moindre mesure, au producteur qui commercialise . sa production. Malgré larelative
amélioration de la production due en partie al'extension des surfaces et non al'accroissement des
rendements, |e secteur des fruits et |égumes reste confronté a certaines contraintes qui limitent son

expansion et parmi lesquelles on peut citer:

a- Les contraintes naturelles:

L] L'eau : les cultures |égumieéres et arboricoles sont grandes consommatrices d'eau. Malgré les efforts
consentis en matiere d'investissements hydrauliques, un manque d'eau est toujours enregistré. Ce
déficit provient essentiellement

de I'envasement des barrages, ce qui limite leurs capacités;

de la sécheresse persistante de ces derniéres années qui a oblige les producteurs a surexploiter les
nappes souterraines et donc leur épuisement;

du détournement de |'eau réservée al'agriculture au profit de I'industrie et des villes. Plus du tiers des

cultures |égumiéres ne recoivent qu'une irrigation d'appoint.
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LIl La conduite en zone montagneuse cet aspect concerne surtout I'arboriculture qui, a part les agrumes
et certains arbres a noyaux et a pépins, est implantée dans des zones montagneuses au sol pauvre et au
relief accidenté et de densité hétérogene, ce qui a conduit aux faibles rendements que nous avons

présentes.

b- Les contraintes techniques et organisationnelles:

Les cultures Iégumiéres et fruitieres sont généralement menées dans de petites exploitations avec une
absence totale d'encadrement. Malgré leur expérience, les producteurs font preuve d'une faible

technicité qui ne leur permet pas de respecter les itinéraires techniques pour une bonne conduite
culturale. En dépit de lafaible dimension de leurs exploitations, ils ne profitent toujours pas de
I'opportunité des spécificités de maraichage qui leur permet de pratiquer durant |la méme campagne
plusieurs cultures, augmentant ainsi le coefficient d'utilisation du sol. Pour diverses raisons
(financiéres, méconnaissance, indisponibilité, ...), on assiste a une trés grande insuffisance dans
I'utilisation des produits phytosanitaires et des amendements organiques ; c'est ce qui explique en partie

|a faiblesse des rendements obtenus et leurs fluctuations.

L es problémes des semences constituent sans aucun doute la contrainte majeure du secteur |égumier.
En effet, |es semences représentent I'él ément fondamental et le plus déterminant de la production
agricole, car leur volume et leur qualité dépendent dans une large mesure de I'utilisation de variétés
performantes et de I'emploi de semences de qualité. L'approvisionnement des producteurs en semences
dépend en grande partie du marché extérieur, ce qui se traduit souvent par I'irrégularité des livraisons,
un matériel végétal non adapté, I'introduction de maladies... A cela, il faudrait gouter unerigidité
administrative dans la distribution caractérisée par une multitude d'intervenants. Afin d'atténuer les
importations (85 % des semences potageres et 70 % des semences de pommes de terre sont importees),
des efforts ont été consentis pour relancer la production nationale par |a reconversion des anciennes
fermes pilotes en fermes semenciéres mais tres vite celles-ci furent déviées de leur mission et |'objectif
resta un voeu pieux. Les faibles capacités existantes restent encore insuffisantes tant sur le plan

qualitatif que sur le plan quantitatif.
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De par son importance, |le cas de la pomme de terre reste un souci permanent pour les différents
opérateurs. Jusqu'a présent, cette filiere reste trés mal maitrisée au regard des nombreux problemes

posés par la production de semences.

D l'insuffisance des capacités de stockage a obligé a utiliser les lits desrivieres et certaines foréts
comme lieu de conservation des semences, ce qui ne manqua pas d'affecter sa qualité;
D comme les autres produits, la semence de pommes de terre connait de faibles rendements dus en

partie au manque de soins

D durant certaines campagnes, on assiste ala déviation de la production de semences vers le marché de
consommation qui accuse un déficit et offre donc des prix plus intéressants que ceux espérées des prix
des semences, entrainant ainsi la diminution du stock de semences. Ce qui ne fait que transférer le

probléme.

A ces contraintes, il faut gjouter le probléme de la vulgarisation qui semble absente, ou inefficace. Les
rares séances organisées ne trouvent pas écho chez les producteurs, soit que le produit vulgarise est
introuvable sur le marché ou qu'il nécessite un matériel adéquat non disponible chez le producteur ce
qui enleve toute crédibilité alavulgarisation - soit qu'il est vendu a des prix excessivement élevés

limitant son achat par le producteur (Baci, 1992).

Laderniere réforme du secteur public (1987) ne semble pas atteindre ses objectifs dansle sensou le
désengagement de I'Etat, devant se traduire par une autonomie des producteurs dans le libre choix de
leur plan de cultures et de la commercialisation de leur production, sest soldé par un désintéressement
de ces derniers du proces de production qui, faute de moyens, préférent louer leur terre devenant ainsi

desrentiers - ou vendre sur pied leurs cultures a des intermédiaires n‘ayant aucune relation avec
I'agriculture. Le cas de I'arboriculture est significatif, notamment pour les agrumes ou les «

bénéficiaires » ne font que vendre sur pied les fruits sans aucun entretien des arbres.

c- Les contraintes économiques:

Lerdle de I'Etat dans la subvention des facteurs de production sest fait lourdement sentir lors de son

désengagement qui intervient dans une conjoncture économique trés défavorable, particulierement aux
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producteurs. Ces derniers doivent supporter la flambée des prix de produits (semences, plants,

engrais...) et autre matériel, jusque-la soutenus par |'Etat, et faire face aux nouvelles procédures
d'octroi de crédits par la banque qui, elle-méme, est soumise dorénavant au principe de la
commercialité. Les premiéeres mesures prises par la banque consistent a n‘octroyer des financements
qu'aux exploitants crédibles. Par ailleurs, elle a opéré une réévaluation des taux d'intéréts qui sont
passés entre 1988 et 1992 de 5 % a 18 % pour le court terme, de 7 % a 20 % pour e moyen terme et de

11 % a 22 % pour le long terme (M ekhlef, 1993).

L'approvisionnement en semences dépend en grande partie du marché extérieur nécessitant la
mobilisation de ressources financieres tres importantes et de plus en plus difficile a mobiliser eu égard
alaconjoncture économique actuelle. L'augmentation des prix des facteurs de production sur le marché
mondial, conjuguée a une forte dévaluation du dinar (1 $ =36 DA en 1994 contre 5,9 DA en 1988) ont

entrainé une forte hausse des colts de production et des prix ala consommeation.

La hausse des prix des facteurs de prbductirn et des taux d'intéréts sest répercutée négativement sur la
production des fruits et |égumes, notamment |a plasticulture, ou on assiste a un désinvestissement dans
ce secteur comme nous le montre le recul des superficies couvertes. Par ailleurs, cette inflation ne
permet pas une consommation adéquate des différents intrants nécessaires al'accroissement de la
productivité de ces cultures. Cette contrainte économiqgue ne fait qu'accentuer dans une certaine mesure

|a faiblesse des rendements observés.

2. Besoin nutritionndl:

2.1 Lescaractéristiques nutritionnelles desfruits et légumesfrais et transfor mes:

2.1.1. Fibres:

Les fibres sont un groupe de molécules polymeres présentant une hétérogénéité de structures. Les
fibres sont, d'une part des polysaccharides ou polyosides, et d'autre part des lignines lesquels sont des
polymeres complexes de phénylpropane. Les polysaccharides sont constitués des structures suivantes
la cellulose, les beta-glucanes, les hémicelluloses, |es pectines, les gommes, les oligosaccharides et
I'amidon résistant. Les fibres sont insolubles ou solubles. Les teneurs en fibres des fruits et |égumes
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varient del a 5,2 g pour 100 g de matiére fraiche (Lairou, 2001). Les propriétés desfibreset leurs
effets sont rapportés dans le Tableau 1.7. Aussi les fibres sont-elles susceptibles d'étre efficaces sur (1)
les parameétres physiologiques comme |la satiété, I'excrétion fécale et |'activité motrice de l'intestin (2)
sur les parametres métaboliques, nyamment sur la réponse lipemique post-prandiale et, a pluslong
terme sur lalipémie basale et (3) les caractéristiques de laflore colique, dus aux effets prébiotiques de
certaines fibres (Lairon, 2001; Lairon et Chanussot, 2001; Jameset al., 2003).

Tableau 1.7. Propriétés et effets reconnus ou suggér ésdes libresalimentaires sur la santé.

Type de fibre Espéce chimique Mécanismes impliqués Aliments
Satiété, poids solubles Gommes, pectines, T masse fécale Fruits, produits
hémiceUuloses... délai vidanges céréaliers

complets, légumes
secs,
légumes frais

Controle glycémie solubles Galactomannanes 3- T délai vidange gastrique . Gomme de guar,
insulinémie visqueuses glucanes vitesse de digestion glucides fruit, avoine,
légumes
Amélioration solubles Gommes, pectines, Gomme de guar,
métabolisme des hérnicelluloses, [- JI absorption lipides 1 délai | son et farine
lipides glucanes vidange gastrique d'avoine,
psyllium
. Constipation insolubles Cellulose, des troubles de motricité Son de blé
hémicelluloses, lignine | intestinale
forte Son de blé, avoine
Diverticulose L T teneur en eau du contenu
retention
colique d'eau colique
Fermentation pectines, Amidons résistants, Fermentation par les Oignon, ail, ==
guar Bactéries
colique fructo- oligosaccharides | coliques et production artichauts,
d'acides légumes
gras volatils secs
Effet prébiotique Fructo-

oligosaceharides

Prévention cancers | générant j Fructo- oligosaccharides | Dilution composés Graines, fruits, -
(FDA) butyrate cancérogenes, 1 [NH4] légumes
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Plusieurs études épidémiol ogiques ont été publiées sur la relation quantité de fibres ingérées et
mal adies cardiovasculaires. Une des premiéres études publiées par Kromhout (Krornhout et al,
1982) montre une importante diminution (rapport de 4) de la mortalité chez les hommes consommant
au minimum 37 glj par rapport a ceux qui consomment moins de 20 g/j Plus récemment, |'éude
prospective conduite aux Etats Unis chez deshommes (Rimm et al., 1996) confirme une réduction de
lamortalité cardiovasculaire (-60%) pour des forts consommateurs de fibres (30 g/j) par comparaison
au quintile le plus faible consommateurs (10-17 g/j). Une étude conduite en Europe (Pietinen et al.,
1996) montre qu'une augmentation de 3g/j de fibres solubles est associée a une diminution de 27% de.
la mortalité cardiovasculaire. Deux autres études confirment |'effet protecteur des fibres sur les
coronaropathies. Aux Etats-Unis, il a éé montre, aprés 10 ans, que le risque est diminué de 34% chez
le quintile de femmes (&gées de 37 a 64 ans) consommant le plus de fibres (22,9 glj par rapport au
quintile des plus faibles consommatrices (11,5¢!]) (Wolk et aL, 1999).Cet effet protecteur est confirmé
dans I'étude également conduite aux Etats-Unis chez des hommes et des femmes récemment publiée

par Bazzano (2003).

L'artichaut et |e cardon sont particulierement riches en fibres solubles, de I'ordre de 35%, de méme que
les légumes secs (25% de fibres solubles). Les fruits secs comme les fruits séchés (figues, pruneaux et
dattes) sont des sources intéressantes de fibres. Augmenter la consommation de fruits ou légumes

pourrait permettre de mieux couvrir les besoins en fibres sans augmenter |'apport énergétique.

2.1.2. Substances spécifiques des fruits et |égumes:

Lesfruits et les |égumes apportent une variété de composés, dépourvus de valeur nutritionnelle sensu
stricto, qui pourraient avoir également des effets protecteurs vis-a-vis de diverses maladies
degenératives de par leurs effets biologiques rapportés dans de nombreux travaux (Tableau 1.8.). Pour

toutes ces substances, il n'existe pas al'heure actuelle d'apports nutritionnels conseill és.

u- Polyphénols: lesfruits apportent environ 28% de |'apport total en polyphénols (Brat et alL, 2006)
lequel est estimé aenviron 1g par jour soit 10 fois|'apport en vitamine C et 100 fois celui en vitamine

E. Une récente compilation d'études prospectives (Artset Hoilman, 2005) met en avant un effet
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protecteur probable d'un plus grand apport en flavonoides vis-a-vis des maladies cardio-vasculaires
confirmé dans le rapport FAO 2006. Maisil n'est apparu aucune association entre apport en
flavonoide et protection des cancers. A I'heure actuelle, il n‘est pas possible d'établir des apports

journaliers! recommandés pour les polyphénols.

La protection des po!yphénols vis-a-vis des maladies cardiovascul aires est apparue essentiellement
reliée aleurs effets antioxydants (en particulier I'effet protecteur sur la peroxydation des lipoprotéines).
Il a éé montré dans de nombreuses études que |es polyphénols neutralisent les radicaux libres, entités
extrémement réactives et déléteres vis-a-vis de nos biomolécules (protéines, lipides, ADN). Au niveau
du plasma, I'effet biologique des polyphénols ne semble pas étre attribuable a un effet antiradicalaire
direct, car leur biodisponibilité est faible (Ross et Kasum, 2002; Amiot et al., 2007). En revanche, les
polyphénols peuvent moduler I'expression ou I'activité de mol écules impliquées dans le processus
athérosclérotique, et par exemple diminuer la production de facteurs pro-inflammatoires, et stimuler
- celle de facteurs anti-inflammatoires. Ils sont aussi capables de diminuer d'autres facteurs de risque des
mal adies cardio-vasculaires, comme |'hyperlipémie. Un effet antiradicalaire des polyphénols reste
toutefois possible au niveau du tube digestif, ou ils sont largement majoritaires lors de la digestion
(flalliweil et al., 2005). lls pourraient alors agir en limitant les effets dél éteres des substances pro-
oxydantes présentes dans e repas et protéger |es autres antioxydants alimentaires de la dégradation.
L es polyphénols auraient certainement un réle de synergie ou de complémentarité avec les autres

antioxydants (vitamines C et E, caroténoides) dans la prévention du risgue cardiovasculaire.

Tableau 1.8. Principaux constituants d'intérét nutritionnel desfruits et |légumes.

Contribution ) F&L riches [autres
) Déficit dans la
Compose Nature Effet biologique Recommandation des F&L aux aliments riches en
population
apports(i) ces nutriments]
Fibres polymeres: actions sur la fonction 25-30 gifont 100 F+L = 38% Environ 75% artichaut, fruits
polysaccharides et gastro-intestinale action de solubles dela séchés [céréales]
lignines des fibres solubles sur population
certains désordres n‘atteignent
métaboliques, pas 25 glj
(hyperglycémie,
hyperinsulinémie)
) pigments o .
Caro ténoides Vitamine A : dans la vision | Vitamine A: Vit. A: fruits et légumes de
liposolubles
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pro-vitamine A + autres (embryogeneése, ANC = 900-700 pg F+L = 38% couleur orange,
ER
(o-et J3- croissance..) pour homme-femme légumes feuilles
carotenes) [produits animaux]
Vitamine 99 hydrosoluble Participe au métabolisme 330-300 jig F-7L= 42% chez 30-40% épinards,
(acide folique) des acides aminés et des | pour homme-femme dela légumineuses,
acides nucléiques population Pb avocat, tomate [foie,
femmes levure de biére]
enceintes
Vitamine C hydrosoluble antioxydant et cofacteur ANC = 110 mg/j F+L = 73% chez >50% de | fruits frais agrumes
dans hydroxylation la population et jus d'agrumes
Vitamine. K liposoluble role dans la coagulation Fi-L = 29% difficile a légumes-feuilles —
(et le métabolisme osseux) évaluer [huiles colza et soja]
Potassium hydrosoluble Maintien de I'équilibre 31g (Europe) F+L = 29% 75% <ANC fruits et légumes
acidobasique (90% des frais
sels
organiques)
Magnésium hydrosoluble Participe a I'équilibre ANC = 6 mg Mg/kg/j | F-i-L = 22% 2/3 < ANC fruits et Iégumes
frais
ionique des membranes (SU.VI. MAX)°
Polyphénols Grande diversité de | antioxydants (seuls ou en pas d'’ANC F--L = 28% fruits (petits fruits
structures synergie)  protecteurs rouges), légumes
composées de probables / maladies (artichaut, choux)
plusieurs noyaux cardiovasculaires [café, thé, céréales,
phénoliques ( acides (flavonoides) vin]
phénoliques,
flavonoides, tannins)
Caroténoides pigments antioxydants (seuls ou en pas d'’ANC (non évalué) légumes feuilles
liposolubles
non pro- synergie) (lutéine), tomate
vitamine A (lycopene)
Glucosinolates | hydrosolubles anticarcinogénes pas d'’ANC (en cours cruciféres
potentiels (détoxification) dévaluation)
par leurs métabolites
Phytostérols liposolubles, hypocholestérolémiant... a | pas d'ANC cruciféres

structure analogue a

celle du cholestérol

dose forte (> alimentaire,
29)
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2.2. Fruitset légumes et couverture des besoins nutritionnels:

Lesfruits et les |égumes participent pour : 38,5% aux apports en fibres, 37,8% a ceux en vitamine A
par leur richesse en caroténoides pro-vitaminiques A, 41,6% en vitamine B9, 73% en vitamine C,
28,8% en potassium et 22,15% en magnésium (Figure 1.6.). On peut constater également que les fruits
ont une grande diversité de vitamines et minéraux. Peu énergétiques, ils représentent le groupe
d'aiments avec la plus forte densité nutritionnelle. Les fruits et les |égumes sont des aliments avec une
forte densité nutritionnelle, soit un apport calorique faible et une grande richesse en vitamines, en
minéraux et en substances spécifiques, les modes d'action de ces derniers commengant a étre mieux
connus. Pour certains micronutriments, les fruits et les |égumes représentent des sources importantes de
notre alimentation c'est le cas de lavitamine C, desfolates et de la vitamine A apportée par les
caroténoides pro-vitaminiques A. De plus, les fruits et |égumes contribuent & l'apport quotidien

d'autres vitamines, notamment celles du groupe B, ainsi qu'a une grande diversité de minéraux.

100% .
EIHOMMES EIFEMMES

80% i
70% :

60%
50%
40%
30% gt
20%

B

Figure 1.6. Contribution des F&L aux apportsjournaliersd'énergie et de nutriments dans
["alimentation calculée a partir desdonnéesde lI'enquéte INCA | (AFSSA, INPES 2004).

On peut considérer que les données INCA refletent au plus juste la consommation moyenne de fruits et
légumes, laguelle peut étre évaluée a environ 350 dfj. Maisil existe une grande disparité de
consommation au sein de la population mondiale. Tout d'abord on peut constater d'une part une
consommation assez €levée de fruits et |égumes et produits dérivés chez les consommateurs plus agés,

et d'autre part un pourcentage important de trés faibles consommateurs (environ 25% de la population
dont la consommation est inférieure & 250 g). Une telle disparité a déja été rapportée pour différents

pays d'Europe, méme pour des pays présentant une consommation moyenne éevée comme la Grece et
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I'Espagne. Par ailleurs les femmes sont plus consommatrices de fruits et |égumes.

De part lafaible consommation de fruits et |égumes, des déséquilibres apparai ssent clairement dans la
population mondiale notamment ceux en fibres, en vitamines B9 et C, et en minéraux, dont te
potassium. D'apres les données INCA  (AFSSA, INPES 2004), il apparait que les apports en ces
nutriments sont trés insuffisants surtout pour les trés faibles consommateurs de fruits et [égumes. Leurs

apports pourraient étre largement augmentés par une consommeation plus importante de fruits et de

[égumes.

Certains groupes de popul ation apparaissent ainsi a plus haut risgue de non couverture de leurs besoins
en micronutriments : il sSagit des enfants et adolescents, de la population féminine (jeunesfilles,

femmes en &ge de procréer et femmes enceintes), des sujets agés et des personnes en situation précaire.

On peut donc sinterroger sur I'évolution dans le temps des grandes différences de consommation de
| fruits et |égumes observées entre les différents groupes d'age. Nos données sont encore limitées. Les
résultats de I'enquéte INCA 2 qui seront publiés prochainement permettra de réactualiser nos
connai ssances sur les déficiences de la population mondiale et de les analyser en fonction de
I'évolution de notre mode de vie et de nos habitudes alimentaires. Par ailleurs, des tables de
composition réactualisées sont nécessaires pour mieux préciser les apports en nutriments et autres

substances hioactives.
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1. Métabolites secondaires:

Les végétaux, qui poussent d'eux-mémes aux endroits qui leur conviennent e mieux, permettent de
disposer d'un éventail considéerable de composants alimentaires a savoii les constituants gn1 gétiques
(protéines, lipides, glucides) et les constituants non énergétiques (fibres alimentaires, minéraux,
micronutriments). Les métabolites primaires tels que les nucléotides, les lipides acyles, les acides
aminés et les acides organiques qu'on peut trouver chez tous les végétaux jouent un réle métabolique
essentiel (Croteau et al., 2000). Chez les végétaux, les processus qui permettent de synthétiser les
composes organiquessont traditionnellement regroupés en métabolisme primaire et secondaire: on
parle de métabolisme primaire pour les molécules qui ont des réles spécifiques et indispensables, et que
I'on retrouve de la méme fagon dans la quasi-totalité des cellules vivantes (Salunkhe, 1990).

A cOté des métabolites primaires, les |égumes accumulent fréquemment des métabolites dits
secondaires a structure chimique souvent complexe dont la fonction physiologique n'est pas toujours
évidente, mais qui représentent une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire (M acheix et al, 2005)
Cependant, il faut noter que de par la complexité de leurs structures chimiques et leurs voies de
biosyntheses, ces métabolites a savoir notamment les composes phénoliques et |es alcal oides ont été
largement percus comme biologiquement insignifiants et ont historiquement recu peu d'attention de la
plupart des biologistes. Par contre, les chimistes se sont bien intéresses a ces nouvelles molécules
phytochimiques et ont largement étudiés leurs propriétés chimiques depuis la seconde moitié du X1Xe

siecle (Croteau et al., 2000).

Cen'est qu'apartir de ladeuxiéme moitié du xxe siecle qu'il y a eu explosion des recherches en ce
domaine gréce al'évolution du matériel d'analyse tels que la chromatographie (HPLC, CPG, CCM...),
spectrophotométrie, résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrographie qui constituent les
bases de la chimie organique moderne. De nombreux auteurs ont découvert récemment gu'un bon
nombre de ces molécules ont un role chez les plantes:

- elesinterviennent dans la structure des plantes,

- elles peuvent se comporter comme des réducteurs de la digestibilite,
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- ellesinhibent les attaques des microorgani smes (antimicrobiennes),
- elles participent ala prévention des cancers et des maladies cardiovascul aires (antioxydantes)
(Rémésy et al., 1996)

L'intérét pour ces produits naturels n'a pas été purement académique mais plutot il a été inspiré du fait
de leurs nombreuses utilisations comme colorants, polymeres, colles, huiles, cires, ardmes et drogues.

L a connai ssance des propriétés biologigues de ces métabolites a permis de faire une mise au point dans
ce domaine, surtout dans la recherche de nouvelles drogues, antibiotiques, insecticides et herbicides.
Cette appréciation croissante des effets biol ogiques hautement diversifiés de ces produits naturels a
permis une réévaluation des roles joués par ces composes chez les végétaux, surtout dans le contexte

des interactions écol ogiques, comme la protection contre | es agressions externes (herbivores et
microorganismes), |'attraction pour la pollinisation et la dispersion des graines et aussi comme agents

alléopatiques (influence de la compétition entres |es especes végétales) (Croteau et al.. 2000).

1.1. Composés phénoliques ou polyphénals:

L es composés phénoliques constituent un ensemble de molécules tres largement répandues dans le
regne vegétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu'aux fruits. Les polyphénols
naturels sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu'ils n'exercent pas de fonction directe au
niveau des activités fondamental es de |'organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction. Ce
sont notamment des pigments, des ardmes, des tanins astringents, voire des composés sans couleur,
sans odeur et sans saveur. On sait aujourd'hui qu'ils ne sont pas si secondaires que cela et qu'ils
contribuent a protéger la plante contre les pathogénes, champignons de pourriture, rayonnement UV ...
Ces composés de structures chimigues extrémement variées, sont souvent propres a une espece ou aun
groupe d'espéces et participe al'identité chimique de laplante (Scalbert et Williamson, 2000). Parmi
les polyphénols les plus abondants, citons I'épicatéchine (1), le kaempféral (2), I'acide ellagique (3),
I'acide cinnamique (4), laprocyanidineB 1 (5) (Figure1.7), ainsi qu'une famille de molécules ayant un

squel ette carboné de base & quinze atomes de carbone: les flavonoides (Lugasi et ai., 2003).
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Figure 1.7. Structure de quelques composés phénoliques (Lugasi et al., 2003).

L es fonctions des polyphénols au sein des plantes et de leur environnement sont multiples et pas
toujours bien connues. Haslam (1966) les assimile plutdt aux tanins, composés phénoliques de haut
poids moléculaire utilisés dans Pindustrie du cuir, également responsables de I'astringence de certains

aliments.

L es polyphénols végétaux ont d'abord été étudiés pour leurs effets protecteurs contre les pathogenes ou
le rayonnement UV. Souvent présents en grande quantité dans les plantes consommeées par les
herbivores, ils limitent leur appétence et digestibilité. I1s ont donc été pendant longtemps considérés
comme des facteurs antinutritionnels. C'est un regard tout afait différent qu'on leur porte aujourd'hui,
aprés la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et de leurs effets présumés sur la santé. Les
recherches sur les effets santé des polyphénols a cependant débuté beaucoup plus tardivement que pour
les autres antioxydants. Ceci est largement expliqué par latrés grande diversité de leurs structures
chimiques. Plusieurs centaines de molécules ont été identifiées dans les aliments répartis en plusieurs
classes : on peut citer parmi les plus importantes les anthocyanes responsables de la couleur des fruits
rouges (cerise, cassis, fraise, etc.), les tanins responsables de |'astringence de divers fruits (pellicule et
pépins du raisin, chair du kaki...), les flavanones responsables de I'amertume du pamplemousse et
également abondants dans I'orange. Pour les |égumes, on peut citer I'oignon riche en flavonols

(quercétine).



L es polyphenols sont particuliérement abondants dans les fruits L eurs teneurs peuvent atteindre 500
mg / 100 g dans certains fruits comme la pomme, le raisin ou les cerises. Le champion toutes catégories
est le kaki avec desteneursde | g/ 100 g Les légumes contiennent de plus faibles quantités de

polyphénols, de l'ordre de 25 a4 100 mg /100 g (Scalbert etWilliamson, 2000).

Selon Harborne (1988), les polyphénols peuvent étre divisés au moins en dix classes différentes selon
leur structure chimique de base. Les deux classes |es plus représentatives des composés phénoliques
sont les tannins et |les flavonoides que nous allons détaillés un peu plusloin. La nature et les teneurs en
polyphénols dans les divers fruits et |égumes sont trés variables. |1s sont classés en fonction de la
structure de leur squel ette carboné ce sont surtout les acides phénoliques, les flavonoides et dans une
moindre mesure les stilbenes et les hgnanes L es flavonoides sont eux-mémes classes en fonction de
leur degré d'oxydation en flavonols, flavones, isoflavones, anthocyanes, flavanols et
proanthocyanidines La structure des polyphenols a l'intérieur de chague classe varie encore avec leur
degré d'hydroxylation, de conjugaison avec des sucres ou des acides phénoliques ou leur degré de
polymérisation. Cette immense diversité et les difficultés d'analyses sont en partie responsables de

I'intérét tardif des nutritionistes pour ces antioxydants.

Compte tenu de cette diversité de structures et de teneurs dans les aliments, les apports en polyphénols

T associés ala consommation de fruits et |égumes restent encore mal connus. La consommation

journaliéere de polyphénols est d'environ un gramme. Les fruits et [égumes y contribuent environ pour

moitié, les boissons telles que jus de fruits, et surtout café, thé ou vin apportant lereste (Scalbert et

Williamson, 2000).

Le rdle des polyphénols dans la prévention des maladies cardio-vasculaires et cancers est trés étudié.
L 'ensemble des données scientifiques disponibles aujourd’hui n'a pas encore apporté les preuves
définitives des effets protecteurs des polyphénols. 11 est difficile de réaliser des études d'intervention
analogues a celles réalisées avec la vitamine C compte tenu de latres grande diversité de leurs

structures. Différentes directions de recherche devraient néanmoins concourir a apporter ces preuves de

leur activité
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-Etablisseinent d'associations plus fines entre consommation en polyphénols et pathol ogies par
I'usage de marqueurs de consommation et de marqueurs précoces d'effets associ és aux
pathologies;

- Identification des métabolites potentiellement actifs présents dans les différents tissus;

- Etude des effets cellulaires par des approches génomiques et protéomiques.

Malgré cette absence de preuves définitives des effets bénéfiques de la consommation de polyphénois
sur la santé, des industriels commercialisent des a présent des aliments enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. Un apport excessif en polyphénols rendu possible par laforme méme de ces
nouveaux produits, pourrait avoir des conséquences contraires a celles attendues et néfastes pour la
santé (effets prooxydants a doses élevées, inhibition de |'absorption du fer). Or I'aliment differe
fondamentalement du meédicament par safonction et le consommateur attend d'un aliment un risque
négligeable, ou mieux encore un réel bénéfice santé. Un apport modéré associ€ a une consommation

suffisante de fruits et |égumes reste la meilleure recommandation que |'on puisse formuler dans |'état

actuel de nos connaissances (Mitaet al., 1996).

L es effets santé des polyphénol s ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de consommation mais
auss de leur biodisponibilité. Au laboratoire, la biodisponibilité de la quercétine a été particulierement
étudié, le principal flavonol consomme par I'homme. Ses effets biologiques sont trés documentés: forte

capacité antioxydante, effets vasculaires, anti-inflammatoires,

Longtemps, on n'a pu mettre en évidence la présence de quercétine dans le plasma chez I'homme.
Gréce a des détecteurs plus sensibles, associés a des separations par chromatographie, on a pu mesurer
I'absorption de quercétine, chez 10 volontaires ayant pris un repas complexe a base de pomme, oignon,
tomate, haricots verts, salade, fruits et vin rouge, apportant 87 mg de quercétine. Aprés ce repas, la
teneur plasmatique de quercétine a décuplé, passant de 30 a 300 nM. De ces premiers travaux, on peut
conclure que les sites de métabolisme et I'efficacité de I'absorption intestinal e dépendent largement de
la nature des flavonoides, et notamment de la giucosylation qui a un effet tres positif sur la
biodisponibilité. Par ailleurs, les polyphénols sont conjugués, avant leur passage dans le sang portai. La
secrétion par |'entérocyte d'une partie de ces composés conjugués directement dans la lumiére,

constitue sans doute un mécanisme de contréle de I'absorption intestinal e des flavonois. Dans
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Figure 1.9. Structure destannins condensés (Waghorn et McNabb, 2003).

c- Biosynthése: lestannins sont synthétisés a partir de la phénylalanine par lavoie dite de I'acide
shikimique (Swain, 1979 : Haslam, 1966).

L a synthése des tannins hydrolysables a partir d'acide gallique passe tout d'abord par I'gjout de
groupements galloyle au noyau d'acide gallique, ce qui méne au pentagalloylglucose. Puisles
gallotannins seront formés par addition de nouveaux groupements galloyle sur ce noyau
pentagalloylgiucose (Figure 1.10.), alors gque les ellagitannins verront des processus d'oxydation créer
des liaisons carbone entre différents pentagalloylglucoses, ce qui ménera a des dimeres et oligomeres
dérivés (GrnndhMer et al., 2001).

Les parois cellulaires du mésophylle des feuilles, les chloroplastes et |es espaces intercellulaires sont le
site privilégié de la synthése des tannins hydrolysables (Grundhfer et al. , 2001 : GrundhMer et
Gross, 2001). Lapolymérisation des flavan-3 -ois (tannins condensés) se fait au moyen de liaisons entre

les atomes de carbone positionnés en C4 et en C8.
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* Entre |es especes. on rencontre assez peu de polyphénols parmi les champignons, algues et la plupart
des monocotylédones. La plupart des tannins se trouvent dans quel ques familles de dicotylédones
comme les |égumineuses. On en trouve chez la plupart des gymnspermes et ils sont tres répandus chez
les angiospermes ligneuses, moins chez les herbacées (Aertset ai., 1999). Certaines espéces,
notamment |e chéne et |'érable, contiennent les deux sortes de tannins, hydrolysables et condensés
(Sahrnkhe, 1990). Les feuilles des espéces herbacées, dans |'ensemble, contiennent peu ou pas de
tannins dans leurs cellules, bien quiil existe des exceptions (Lathyrus pratensis, 16 % de procyanidine
soluble). La production de tannins semble tres nettement liée a certaines familles de plantes plutdt qu'a
d'autres, comme les herbacées qui ont largement tendance a en étre dénuées. Ces différences
interfamiliales ont été longuement étudiées par Har bor ne en 1976, en sintéressant particuliérement auix

flavonoides et aux tannins condensés (Bernayset al, 1989).

Selon BateSmith et Swain dans les années 1970, |es tannins condensés ont évolué parall&lement aux
plantes vertes, probablement au Carbonifere lorsqu'elles devinrent largement répandues, et les
Angiospermes au fil de leur évolution ont d'abord produit des tannins hydrolysables, puis des familles
sont apparues qui n'en synthétisaient aucun des deux (Bernayset al., 1989). Chez certaines especes les
différences seront importantes entre les individus, tandis que pour d'autres c'est au sein méme d'un
individu que les plus grandes variations seront observées (Baldwin et al., 1987 ; Schultz et al. , 1982
Fleck et Layne, 1990).

Au sein dela plante: les composes phénoliques peuvent saccumuler dans tous les organes de la plante
(feuilles, tiges, racines, fleurs et fruits), dans des tissus spécifiques selon I'espece, la plupart se trouvant
dans les couches épidermiques ou subépiderrniques. On rencontre cependant des exceptions, comme les
organes de stockage (fruits, racines) : on trouve par exemple des flavonoides dans | e péricarpe de
certains fruits (mares, fraises). Au sein d'une cellule, les composés phénoliques saccumulent
principalement a deux niveaux : laparoi cellulaire et lavacuole (Hrazdina et Wagner, 1985). Plus
récemment, on a pu montrer, notamment chez une espéce de chéne (Quercus robur) que les tannins sont
synthétisés et stockés dans les parois cellulaires, les chloroplastes ainsi que dans I'espace intercellulaire

(Grundhofer et Gross, 2001).



44

L es tannins condenses sont principalement stockes dans lestissus lignifiés et I'écorce (Haslam, 1966).

Dans les graines de sorgho, plus de 80 % des annins se situent dans I'enveloppe (Salunkhe, 1990).

. Avec letemps: | a teneur en composés phénoliques diminue 'avec le vieillissement des feuilles de
sorgho (Woodhead, 1981), alors que chez les arbres certains auteurs trouvent une faible variation au

cours de la saison, une fois passe le pic delafinmai (Schultzet al. , 1982).

D'autres constatent une diminution dans les deux semaines suivant |'ouverture des bourgeons, suivie
d'une augmentation constante du pourcentage de tannins dans les feuilles au cours de la saison, ce qui
correspond en fait a une augmentation constante de la teneur en tannins : la dilution des tannins lors de
la croissance de lafeuille explique la diminution du pourcentage (Horner, 1988). Lateneur en tannin
des feuilles de chéne augmente pendant I'été (Feeny, 1970 : Forkner et al., 2004). En effet, les feuilles
plus agées sont moins sujettes aux maladies et moins attractives pour les prédateurs (Swain, 1977).

Dans lesfruits, le degré de polymérisation des tannins augmente avec la maturation, diminuant ainsi leur

capacité a précipiter les protéines (Goldstein et Swain, 1963)

Facteurs physiologiques: il existe également des facteurs physiologiques qui régulent la production de
tannins : les nutriments disponibles dans le sol ont une grande influence sur la production de phénols et
notamment de tannins dans de nombreuses especes (Water man et Mole, 1989, cités par Bernayset al.,
1989). On amontré par exemple, gu'une fertilisation azotée permet de diviser par cing lateneur en
tannins trouvée chez deslégumes (Bryant et al., 1987 citéspar Bernayset al., 1989), et qu'une
réduction des nutriments du sol entrainait une production accrue de composés secondaires (Coley et al.,

1985 cités par Bernayset al., 1989).

Ladisponibilité des glucides est également un éément déterminant pour la construction de composés

phénoliques de défense des plantes, et peut déterminer des différences de teneur en tannins (Larsson et

al., 1986).

Facteurs abiotiques: il existe une corrélation positive entre I'intensité lumineuse et |a teneur en tannins

des feuilles exposées (Woodhead, 1981 : Waterman et al., 1984 ; Mole et Waterman, 1988; Mole et
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al., 1988), lesfeuilles de la canopée étant plus concentrées en tannins que les feuilles inférieures
(Forkner et al., 2004). La synthése de phénols induite par lalumiére dans les feuilles les plus exposées
conduit a une plus grande capacité a précipiter les protéines, et méme parmi les feuilles ombragées, il y
a suffisamment de tannins pour précipiter la totalité des protéines présentes dans lafeuille (Mole et
Waterman, 1988). Cette augmentation de lateneur en tannins dans des conditions d'ensol eillement
intenses serait un mécanisme de défense contre les dégéts causés aux feuilles par lalumiere (Close et
McArthur, 2002). Les feuilles les plus exposées semblent ainsi moins digestes et semblent moins
intéressantes pour |es herbivores que les feuilles matures ombragées (Waterman et al., 1984). L'eau est
également un facteur déterminant de la production de tannins, atel point que lateneur en eau d'une
feuille permet de prédire, mieux que son &ge, sateneur en tannins (Horner, 1988, 1990). La
concentration en composés phénoliques au sein d'une feuille varie de fagon non linéaire avec I'eau elle

augmente puis diminue selon une équation quadratique avec le déficit en eau (Horner, 1990).

L es attaques d'insectes et de champignons pathogenes augmentent notamment la teneur en composés
phénoliques des plantes (Woodhead, 1981). Les feuilles endommagées par des déchirures voient
également leur taux de composés phénoliques augmenter en quel ques heures suite au dommage

(Baldwin et Schultz, 1983).

c- Exemples de plantesriches en tannins: |es tannins condensés sont fréquents dans les plantes de
péturage (plus de 300g/kg de matiere seche parfois, Rittner et Reed, 1992 cités par Waghorn et
McNabb, 2003), dans les envel oppes des graines, et on les trouve a de plus faibles concentrations dans
certaines légumineuses (100 g/kg MS), par contre ils sont quasiment inexistants dans les herbes
(Waghorn et McNabb, 2003). Les graines de sorgho contiennent plus de 20 % de tannin en équivalent
acide tannique (Salunkhe, 1990).

On trouve des tannins dans de nombreuses plantes utilisées dans I'alimentation, notamment céréales et
|égumineuses (sorgho, millet, orge, haricots secs, petits pois, caroube), et ils ont été bien décrits
(Salunkhe, 1990) Les noix de cagjou par exemple contiennent 34 % de polyphénols, les oignons et le

persil respectivement jusqu'a2 % et 0,2 % (Bravo, 1998).

Certains fruits en contiennent également en quantité appréciable (pomme, banane, mdre, canneberge,
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datte, raisin, aubépine, péche, poire, kaki, prune, framboise et fraise; Chung et al., 1998). IIs se situent
principalement dans la peau, mais aussi dans la chair des fruits (Salunkhe, 1990). Lesteneursen
polyphénols de divers aliments sont reprises par Bravo : parmi lesfruitsles plus riches en tannins se
trouvent le cassis, lamyrtille, leraisin, la canneberge, lamdre, I'afraise, ayant des teneurs maximales

observées entre 1,2 % et 0,2 % du poids frais (Bravo, 1998).
1.1.1.2. Métabolisme et toxicité:

a- Propriétés chimiques. les tannins contiennent de nombreux groupements hydroxyle (sur les noyaux
phénoliques), ce qui leur permet de former des complexes insolubles avec des hydrates de carbone, des
protéines et desions métalliques (Bravo, 1998 : Haslam, 1996). ilsselient ala quasi-totalité des
protéines solubles, donnant naissance a des polymeres insolubles a pH et force ionique normaux. Cette
complexation, dépendant du pH, est donc réversible (Haslam, 1996). Cette réaction avec les protéines
est al'origine de nombreux effets biologiques des tannins. Les enzymes compl exées de cette fagon
montrent une réduction marquee de leur activité. Lataille des tannins influe sur leur interaction avec les
protéines : unetaille minimum de 350 Da est nécessaire pour que la molécule de tannin précipite une
protéine. Pour les tannins condensés, cela correspond a des dimeres de flavan-3-ols, et pour les tannins
hydrolysables un minimum de deux acides galliques, ou un acide ellagique. Jusgu'a un certain seuil, les
tannins les plus réactifs sont généralement les plus grands, |es polyphénols de faible poids moléculaire
étant moins réactifs (Schanderl, 1970 : Ross et Singleton, 1966 cités par Chung et al., 1998). Une
mol écule de tannin peut se lier a deux ou plusieurs groupes peptidiques, probablement gréce ala

formation de liaisons entre |les chaines protéiques (Zitko et Rosik, 1962 cités par Chung et al., 1998).

Les liaisons que forment les tannins avec | es protéines peuvent étre de plusieurstypes: liaisons
hydrogene réversibles (Gustavson, 1954 cité par Butler et al., 1986), interaction hydrophobique (Oh et
al., 1980 citéspar Butler et al., 1986), oxydation suivie par une condensation covalente, qui est une

réaction réversible (Loomis et Battaile, 1966 cités par Chung et al., 1998).

L es tannins peuvent également former des complexes avec d'autres polymeéres naturels comme les
acides nucléiques et les polysaccharides (Swain, 1979). Lestannins ont d'autres utilisations

commerciales que le tannage des peaux : ils forment des complexes noirs avec les sels ferreux, propriété



fl

47

utilisée pour la production d'encre, ils sont utilisés comme antidotes des alcaloides, des glycosides et
desions de métaux lourds grace aleur affinité chimique. ils apportent également une part importante du

go(t de nombreux aliments et boissons (Bernayset al., 1989).

b- Inhibiteursde la digestion: Foley a passé en revue les expériences menées sur |'effet des tannins sur
I'alimentation, il montre que les tannins ont des effets toxiques et/ou réduisent (souvent, mais pas
toujours) ladigestion en réduisant la digestibilité de la matiere seche, de I'azote et des fibres (Foley et
al., 1999). Lestannins hydrolysables peuvent étre hydrolysés invivo puis absorbés, I'acide gallique
produit est excrété dans les urines. Dans ce cas, ils n'affectent pas la digestibilité des protéines

(Hagerman et al., 1998).

L es tannins condenses, par contre, diminuent la digestibilité des protéines chez le mouton et le cerf, ils

sont excrétés (respectivement 100 % et 60 %) dans les urines sous forme de complexes avec des
protéines (Robbinset al., 1991). Lestannins condenses ne peuvent pas étre dégrades dans les
conditions anaérobies de I'intestin des mammiféres, leur dégradation nécessiterait des microorganismes

spécifiques (Foley et al., 1999).

Ladiminution de la digestibilité des protéines est proportionnelle aux capacités de précipitation des
protéines destannins (Robbinset al., 1987). Cependant, Robbins souligne que ce ne sont pas les
propriétés d'inhibiteurs de digestion des tannins qui en font un moyen de défense contre les ruminants,

mais plutét leur toxicité (Robbinset al., 1987).

c- Effets sur I'organisme: les composés secondaires peuvent agir de deux maniéres, comme inhibiteurs
de ladigestion ou comme toxines. L es toxines agissent de maniére spécifique apres avoir traversé les
membranes, ce qui permet une toxicité importante pour des quantités ingéréestres faible. Lesinhibiteurs
de digestion agissent directement dans |'intestin et perturbent |es processus digestifs de différentes

maniéres (Waterman, 1984).

Pourtant dans la majorité des cas, les tannins entrent dans la catégorie des inhibiteurs de digestion. Ils
sont peu toxiques mais abondants efficaces aforte dose, ils se lient aux protéines et en diminuent la

digestibilité en formant des complexes insolubles. Latrés grande variété des tannins ne permet pas une
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description exhaustive et synthétique de leurs modes d'action et de leurs effets sur I'organisme.
T L'impact est modulé entre autres par le type de tannins (condensé, hydrolysable..), sa concentration,
I'espece animale, I'état physiologique de I'animal, son sexe, son état sanitaire, son statut nutritionnel
(particulierement sil est adapte ou non ala consommation de tannins) et les conditions
environnementales (Dawson et ai,, 1999 ;. Waghorn et McNabb, 2003). La structure des tannins

condensés, notamment, est un important déterminant de leur activité biologique (Clansen et al. ,1990).

L'activité des tannins inclue entre autres la réduction de la palatabilité, I'interférence avec les processus
digestifs, latoxicité envers les champignons et les bactéries, I'inhibition d'enzymes digestives et
I'inhibition spécifique de lacellulase (Waterman, 1984).

Chez les animaux d'élevage, on a montré que de faibles concentrations de tannins condensés (10 g/kg
MS) causent des dommages sur I'intestin de poulets et une diminution de |'absorption des acides aminés
et des performances chez les cochons (Waghorn, 1996). Du tannin de quebracho (tannin condensé)
donné a hauteur de 50g/kg M S dans |e régime de moutons a entrainé une diminution de |'utilisation de
nutriments et une diminution des performances (Dawson et al., 1999). Une consommation excessive de
fourrages contenant des tannins hydrolysables a entrainé des Iésions du foie et desreins, puislamort de
vaches et de moutons, en général cing a dix jours apres la consommation initiale excessive. Cependant
le composeé toxique n'est pas connu avec certitude (Waghorn et M cNabb, 2003). Chez lesrongeurs, la
consommation de tannins entraine une croissance plus faible, voire une diminution du poids, une
diminution de la prise alimentaire, de la prise de poids journaliére et de larétention d'azote (Asguith et
al., 1985 : Mehausho et ai., 1985 ; Dawson et ai., 1999 ; Downset ai, , 2003).

d- L'astringence destannins: c'est la capacite qu'ont les tannins a former des compl exes stables avec
les protéines et les sucres qui leur confere leurs propriétés gustatives et notamment leur astringence, car
ils précipitent les protéines salivaires (Bravo, 1998). Le godt astringent, décrit parfois plus comme une
sensation tactile due ala précipitation des protéines salivaires (et qui crée une sensation d'assechement
dans la bouche), a été étudié en termes de neurophysiologie pour la premiére fois en 1969, puisen 1993
(Hellekant et ai., 1993a,b : Kawamuraet al., 1969). Lesfibres sensitives spécifiques du goat
répondent a une application d'acide tannique sur lalangue, ce qui montre que ce godt des tannins n'est

pas qu'une sensation tactile (Kawamura et al., 1969). L'acide tannique se combine fortement avec les



mucoprotéines de la surface de lalangue, ce qui produit la sensation ressentie sur une longue durée lors
de la consommation de tannins (Kawamura et al., 1969),

L'astringence est liée ala polymeérisation des tannins puisque hi diminution de |'astringence dans les
fruitslors de leur maturation est due a une augmentation de la polymérisation des tannins (Goldstein et
Swain, 1963). Une nouvelle étude neurophysiologique arévélé en 1996 que, parmi 74 neurones
répondant au godt dans le cortex orbitofrontal, certains répondaient a l'acide tannique a une
concentration de | mM, et que ces neurones formaient une sous population particuliére, différente des
neurones répondant aux godts connus (acide, amer, salé, sucré). Cette étude montre que le golt
astringent de I'acide tannique se situe en dehors des quatre goQts jusque la décrits, et en représente un

cinquieme (Critchley et Roils, 1996).

e- Limitent |'absorption de fer: lestanninsinhibent également |'absorption du fer en agissant comme
des « chélateurs naturels» dans le tube digestif. La consommeation de tannins réduit trés fortement (plus
de 50 % dediminution) |'absorption du fer chez lerat (Afsanaet al., 2004). Lefer existe
principalement dans |es aliments sous sa forme oxydée (Fe™), mais seule la forme réduite (Fe2> peut
étre absorbée par |'organisme. La conversion du fer oxydé en fer réduit est améliorée en présence
d'acide ascorbique (vitamine C), alors que les tannins se fixent au fer par leurs groupements hydroxyle
et réduisent ainsi sa biodisponibilité (Haslam, 1966).

1.1.1.3. Effets positifs des tannins:

a- Antioxydants: les tannins ont de grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol.
L 'efficacité antioxydative des polyphénols dépend de leur structure chimique : les tannins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples  (Hagerman et al.,
1998). Desessais invitro sur différents tannins extraits de thé montrent que les activités anti-oxydantes
varient selon les composes, |e plus efficace parmi |es tannins extraits étant un tannin hydrolysable
(Hashimoto et aL , 2003). Les activites anti-oxydantes des tannins et leur role dans la prévention de
certains cancers ont été passés en revue dans beaucoup d'articles (Almazan et Begum, 1996
Vijayakumari et al. 1997 ; Bravo, 1998 ; Chunget al., 1998 ; Guptaet alL, 2005 ; Odhav et al.,
2007).
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b- Antiarasitaires: dans les années 90, |e développement de résistances aux traitements contre les
parasites intestinaux des moutons et des chevres a conduit a larecherche de méthodes alternatives
(Jackson et Coop, 2000 cités par Paolini et al., 2003a). L 'iitilisation de plantes a tannins a été
envisagee et les premieres études menées en Nouvelle-Zé ande ont montré que la consommation de
T plantes atannins pouvait affecter la biologie de certaines espéces de parasites intestinaux en diminuant
la production d'oeufs (Niezen et cL, 2002ab; Niezen et al, 1998a,b cités par Paolini et al., 2003h).
Cet effet immédiat et direct se prolonge au-dela de I'arrét de I'absorption de tannins car ils agissent sur
I'établissement des popul ations de parasites comme sur ceux dgainstallés (Athanasiadou et cL, 2000a
Paolini et al., 2003a). Ainsi le comportement alimentaire atravers la consommation de plantes

tannins peut influencer le parasitisme intestinal (Hoste et al., 2001).

c- Antibactériens: de nombreuses études ont montré |'effet antimicrobien des tannins sur différents
bactéries, virus et champignons, elles sont décrites en détail ainsi que les différentes especes de
microbes sensibles (Chung et al,, 1998). Parmi les tannins hydrolysables, qui ont tous une activité
- antibactérienne contre Helicobacter pylori (bactérie responsable de nombreux troubles intestinavix), les
monomeéres sont particulierement efficaces, et leur activité bactéricide est directement liée au temps et a
leur concentration (Funatogawa et al., 2004). Les polyphénols peuvent également limiter la croissance

de certaines bactéries, gréce aleurs propriétés de chélateursdu fer (Milaet al., 1996).

1.1.2. Flavonoides;

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénals, |es flavonoides sont des métabolites
secondaires ubiquistes des plantes. |1s sont considérés comme les pigments quasiment universels des
végétaux. A cejour, plus de 4000 flavonoides naturels ont été décrits. On estime que 2 % environ du

carbone organique photosynthétisé par les plantes, soit quelques 10 ° tonnes par an, est converti en

flavonoides (Agrawal et Markham, 1989).

Flavonoides (de Jiavus, «jaune» en latin) est le terme générique pour des composeés basés sur un

squelette & 15 carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles phényles, lescycles A
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et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A

et B est communément cyclisé pour former le cycle C (Figure Lii.).

Figure 1.11. Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

L es flavonoides possedent tous le méme élément structural de base car ils dérivent d'une origine
biosynthétique commune. Lecycle A est formé a partir de trois mol écules de malonyl-coenzyme A
(malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C proviennent eux aussi du
meétabolisme du glucose mais par la voie du shikimate viala phénylalanine qui est convertie en p-

coumarate puis enp-coumaroyl-CoA (Figure 1.12.).

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour
former une chalcone, la4,2',4",6'-tétrahydroxychal cone (réaction catalysée par la chalcone synthétase).
Le cycle C seforme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalconei somérase qui
induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone la naringénine.
Ce cycle shydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (Heller et Forkmann,
1993).
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Figure 1.12. Schéma de la biosynthese des flavonoides illustrant les voies de I'acétyle CoA et de la
phénylalanine (Heller et Forkmann, 1993).

Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré d'insaturation et
d'oxydation du cycle C alors que les composés individuel s au sein d'une classe différent par la
substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de flavonoides présentées (Figure .1.13.),
nous citerons les principales anthocyanes, flavanols, flavones, flavanories, isoflavones et

proanthocyanidols (Har bor ne, 1988).

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5,7, 3, 4 et/ou 5'. Un ou plusieurs de ces
groupes hydroxyles sont fréguemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les plantes, les
flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosylés ; les formes libres, sans sucres
attachés, sont appel ées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent leurs substituants
sur les groupements hydroxyles de la géhine, alors que pour les C-glycosides, laliaison se fait

directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, laformation de la (ou des)
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liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de transférases tres spécifiques quant au substrat et a

la position d'osylation (Bruneton, 1999).
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Figure 1.13. Les diverses classes de flavonoides (Bruneton, 1999).

Plus de 80 sucres différents ont été trouvés liés aux flavonoides des plantes. Parmi eux, le D= glucose
est de loin le monosaccharide le plus courant, d'autres hexoses, le D-galactose et e D-mannose, ainsi
que des pentoses, le D-xylose, le L-arabinose et le D-apiose sont fréquents avec |e L-rhamnose (seul
désoxyhexose) et des acides uroniques (le plus souvent I'acide D-glucuronique). On trouve également
des disaccharides (une quarantaine dont les plus courants : le rutinose et |e néohespéridose), des
trisaccharides (environ 30 espéces) et quel ques rares tétrasaccharides. Les sucres peuvent a leur tour

étre substitués par des groupements acyles tels que le malonate ou I'acétate (Hollman et Arts, 2000).
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inhibiteurs d'enzymes, des agents chélatants des métaux nocifs aux plantes. De plusils sont impliqués
dans la photosensibilisation et les transferts d'énergie, la morphogenése et la détermination sexuelle, la
photosynthese et |a régulation des hormones de croissance des plantes (Di Carlo et al., 1999; Pietta,
2000).

Tableau 1.9, Teneur en flavonoides de quelques légumes et fruitsen mg/kg de MF (Lugasi et g,
2003).

| unies

Brocol.t 462
Chou blanc 17.7
Oinon rcge 12.4.1
QOignon pourpre 195.6
poivre 20.1
bpin..rd.s
PersiLfeeilles 80.2
Celeri feuilles 41D2.:3
céki
frn/t.s
pas éqlle 184
Cassis.
fraises 1.003
raisin S7
Noix 4565
Kiwi 22.3
Banane 22.8
poniine 65.3
poire. 24.7
prune 233
Abricot 11-5

Dans I'alimentation, les quantités consommées quotidiennement seraient de I'ordre d'un gramme par
jour, essentiellement sous forme de quercétine. Sources principales thé, oignons et pommes. Ils sont
absorbés en quantités nettement supérieures alavitamine E et au B carotene. En réalité, les quantités
ingérées varient beaucoup selon les types d'alimentation et de culture. Les régimes méditerranéens,

riches en huile d'olive, agrumes et |égumes verts, en sont gorgés (Gibault, 2001).
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La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est tres importante : de 50 a 800 mg/jour

en fonction de la consommation de fruits et |égumes mais aussi de boissons comme le thé ou le vin

rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) (Pietta, 2000). On trouve également des flavonoides dans de

nombreuses plantes médicinales et des préparations a base de plantes contenant de flavonoides sont

utilisées en médecine traditionnelle partout dans le monde (Holiman et Arts, 2000).

Tableau 1.10. Sources alimentaires des flavonoides (Marfak, 2003).

i tlilciid S
FI  uLnnes
naringérne
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chi s:i e
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avari'a+3-0ls
épicatéclr e
catéce:
épi g3ilocatléche

An tho evanidoLs
C f anidol
zal.viddol

i tnidLI

Aliments

Fnii tsdu _genrecitr .Is

peu Ces fruits
Persil, thym, .romarin, céeri
Persil, céleri

Radis,, brocoli., tué noir
c.hgno..n, pomme: olive, vin rouge, tomate

:ar€néberge, :vinr..ouge

Thé ~vert,, d.. € noir
Thé vent., thé unir
Vin.rou e

Cassis, 321ydies
Raisi r..:fraiSes. casas s
Emafifholses. fraises

L es flavonoides montrent plusieurs effets biologiques tel s que des effets anti-ul céreux, anti-

inflammatoire, anti-hépatotoxique et antimicrobien. Ils sont également des inhibiteurs d'enzymes telles

gue I'aldose réductase et la xanthine oxydase. Cependant la propriété fondamental e des flavonoides est

leur caractére antioxydant. A cetitre, ils agissent a plusieurs niveaLix
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Outre leur pouvoir antioxydant, certaines classes possedent des potentialités oestrogéniques
(isoflavones) et, plus généralement, les flavonoides sont utilisés pour toute une gamme d'activités
pharmacologiques : pour préserver I'intégrité vasculaire, pour leurs propriétés immunomodul atrices,
— anti-hépatotoxiques, anti-ostéoporotiques, pour leur actions aiitimicrobiennes et contre les allergies
(Sannomiya et al., 2005 ; deRijke et alL, 2006) ; les fiavonoides sont aussi connus pour leur action
sur le tractus gastro-intestinal en tant gu'agents antiul céreux, antispasmodiques, anti-sécréteurs et

antidiarrhéiques (Di Carlo et al., 1999).

Des articles de synthese concernant leur mécanisme d'action (larelation structure-activitéliée ala
fonction antioxydante, notamment, a été établie (Pietta, 2000)) et leurs utilisations thérapeutiques
potentielles ont été publiées ces derniéresannées (Di Carloet al., 1999 : HoHrnan, 2001). De
nombreuses preuves ont été apportées sur I'importance des effets in vitro des flavonoides sur différents
modéel es biologiques et, en particulier, enzymatiques (Hoilman et Katan, 1997). Cependant, le
potentiel thérapeutique des flavonoides n'est pas encore établi a cause de la connaissance limitée de
leur absorption chez I'nomme (Holiman et Katan, 1997). La biodisponibilité des flavonoides étant en
T général assez faible chez I'homme (Bruneton, 1999), il est nécessaire d'étre prudent quant a
I'extrapolation des données in vitro. A I'heure actuelle, le lien entre consommation de flavonoides et
prévention de cancer est encore faible. Aucune étude épidémiol ogique n'a encore apporté la preuve que
ce sont les flavonoides contenus dans les fruits, les légumes et les boissons comme le thé ou le vin
rouge qui sont responsables de I'effet protecteur de ces aliments. A I'inverse, plusieurs études ont
démontré que la consommation d'aliments riches en flavonoides est inversement corrélée au risque de

développer des maladies cardio-vasculaires (Pietta, 2000 : Hollman, 2001).

En raison de leur abondance dans les plantes consommeées par I'homme et de leurs bénéfices potentiels
pour la santé humaine, les flavonoides sont I'objet d'une attention croissance. Que ce soit pour |'étude
desrelations structure-activité, le contréle de la qualité alimentaire ou le suivi de |'absorption et de la
meétabolisation de ces composes phénoliques naturels, il est nécessaire de disposer d'une méthode

rapide et fiable d'analyse et d'identiFication de ces molécules dans les plantes et |es systémes

biologiques.
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1.2. Alcaloides:

L e nombre des produits décrits, leur diversité structurale et I'éventail de leurs activités
pharmacol ogiques font des alcaloides I'un des groupes les plus importants de substances d'origine
naturelle d'intérét thérapeutique.

Le terme d'al cal oide a été introduit par Meisner au début du ' siecle pour désigner des substances
naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de I'arabe al kaly, |a soude et du grec eidos,
['aspect). || n'existe pas de définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer
les frontiéres qui séparent les alcaloides des autres métabolites azotés naturels. L es alcal oides sont
généralement extraits de plantes et appartiennent a quatre familles botaniques Papavéraceae,
Papilionaceae, Renonculaceae et Solanaceae. L es plantes dont sont issus les acaloides les plus utilisés

sont |a belladone (atropine), le pavot (morphine) et la pervenche (Bruneton, 1993).

On peut donc dire qu'un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus souvent
veégétale), azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doué, a faible dose, de propriétés

pharmacol ogiques marquées (Bruneton, 1999).
1.2.1. Différentstypes d'alcaloides:

Les alcaloides vrais sont initialement définis comme des substances azotées, basiques, d'origine
naturelle et de distribution restreinte, les alcaloides ont une structure complexe. Leur atome d'azote est
inclus dans un systéme hétérocyclique et ils possedent une activité pharmacol ogique significative; pour
certains auteurs, ils sont issus du seul regne végeétal. Ils existent al'état de sel et I'on peut ajouter qu'ils

sont biosynthétiquement formés a partir d'un acide aminé.

L es pseudoal cal oides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais mais ne
sont pas des dérivés des acides aminés, il Sagit dans la majorité des cas connus d'isoprénoides et I'on
parle alors d'al cal oides terpéniques |es monoterpéniques, diterpéniques (aconitine), sesquiterpéniques

et également les substances azotées hétérocycliques issues du métabolisme de I'acétate (Coniine).



60

L es protoal cal oides sont des amines simples dont I'azote n'est pas inclus dans un systeme
hétérocyclique, ils ont une réaction basique et sont élaborés invivo apartir d'acides aminés. Diverses
substances répondent a cette définition : des amines simples (Sérotonine), mais aussi les bétaines et les

bétalaines (Bétanine) (Bru neton, 1999).

1.22. Historique:

Si lanotion d'alcaloide est assez récente, la connaissance de latoxicité et des propriétés des plantes et
des drogues a alcaloides est trés ancienne : opium, coca, aconit, belladone, colchique, aussi bien que
quinquina, ipécaou curares sont employés depuis plusieurs siécles voire pour certains depuis plusieurs
millénaires. C'est vraisemblablement Derosne qui, en 1803, extrayant un mélange de narcotine et de
morphine de I'opium, fut le premier aisoler un alcali végétal. En 1806, Serturner reconnait la nature
alcaline du principe somnifére de I'opium, principe gu'il dénommera morphine une dizaine d'années
plus tard. Peu aprés, deux pharmaciens francais, Pelletier et Caventou, découvrent une
impressionnante serie de composeés actifs : entre 1817 et 1820 caféine mais aussi émétine de l'ipéca,
strychnine de la noix vomique, quinine et cinchonine de I'écorce de quinguina seront isolées. Un peu
plustard il en serade méme pour la confine. Les chimistes tentent tres tét d'éucider |a structure de ces
molécules : ilsy parviendront dans les cas les plus simples (coniine, Schiff, 1870), mais pour d'autresil
faudra attendre la seconde moitié du - siecle : I'édifice polycyclique de la strychnine arésister prés
de 130 ans aux investigations des chimistes. Aujourd'hui les techniques avancées de résonance
magnétique nucléaire (R.M.N.) et la spectrométrie de diffraction des rayons X permettent de venir a
bout des structures les plus complexes. La synthese de ces composés a également constitué tre tot un
défi pour les chimistes de la synthése de la.coniine alafin du ' siécle a celle de la morphine
(1952). L'isolement, au début des années cinquante, de la réserpine et |e succés thérapeutique de celle-
ci ont incité les phytochimistes a explorer systématiquement ce vaste domaine des alcaloides : le
nombre des structures décrites ne cesse de progresser et |es données structurales, biosynthtiques,

synthétiques ou pharmacol ogiques sont maintenant tout afait considérables (Bruneton, 1999).
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1.2.3. Distribution danslerégne végétal:

L es alcal oides, sont exceptionnels chez les bactéries, assez rare chez les champignons et les
ptérydophytes sont rarement alcaloidiféres et la méme remarque sapplique aux Gymnospermes. Les
alcaloides sont donc des composés essentiellement présents chez |es Angiospermes, certains auteurs
estiment que 10 a 15 % d'entre elles synthétisent des alcaloides. Certaines familles (Mono et
Dicotylédones) ont une tendance marquée a é aborer des alcaloides, chez ces familles certains genres
contiennent des alcaloides, d'autres en sont dépourvues. Certains alcaloides existent dans » plusieurs
genres appartenant a des farnil les différentes, parfois trés é oignées taxonomiquement (caféine), le plus
souvent assez proche (réticuline, yohimbine). D'autres sont caractéristiques d'un nombre limité de
genres al'intérieur d'une famille (hyoscyamine) ou d'un groupe d'espéces al'intérieur d'un genre
(thébaine) ; certains sont étroitement spéecifiques (morphine). Lateneur en alcaloides varie dans de
larges limites de quel ques pprn comme dans le cas des alcal oides antitumoraux de la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus) aplus de 15 % pour les écorces de tronc du quinquina (Cinchona
ledgeriana). Les plantes a alcal oides ne renferment que tres rarement un seul alcaloide certes, elles
peuvent parfois contenir un composé trés majoritaire mais le plus souvent, elles livrent un mélange
complexe, éventuellement dominé par un composé majoritaire. Il n'‘est pas rare que plusieurs dizaines
d'alcaloides soient présents dans une méme drogue (presque une centaine chez la pervenche de
Madagascar (Figure1.14.). En regle générale tous les alcaloides d'une méme plante ont une origine
T biogénétique commune, méme si leurs structures peuvent paraitre assez différentes. Pour une plante
donnée, lateneur en alcaloides peut étre trés inégal e selon les organes, certains pouvant en étre
dépourvus. On remarquera des variations qualitatives fréquentesil n'est pas rare que les différents

organes d'une plante renferment des alcaloides dissemblables (Croteau et al., 2000).

1.2.4. Localisation et role:

Chez le végétal, les alcaloides existent sous laforme, soluble, de sels (citrates, malates, tartrates,
T méconates, isobutyrates, henzoates ... ) ou sous celle d'une combinaison avec lestannins. La
microchimie permet de montrer que les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus
périphériques : assises externes des écorces de tige et de racine, téguments des graines... La basicité et

les actions antimétabolites de la plupart de ces molécules imposent leur compartimentation : elles sont
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normalement stockées dans les vacuoles cellulaires. Le plus souvent |a synthése de ces alcaloides
seffectue au niveau de sites précis comme les racines en croissance ou les chloroplastes ; ils sont

ensuite transportés dans leur site de stockage.

Comme beaucoup d'autres métabolites secondaires, on ne sait pratiquement rien du réle des alcaloides
dans les végétaux. Certains pourraient intervenir dans les relations plantes-prédateurs en protégeant les
premiéres contre |'agression des seconds : si I'on admet que la diversité structurale est le reflet d'une
adaptation constante, cette hypothese sen trouve confortée. Si certains auteurs estiment que ce sont des
métabolites terminaux, des déchets inutilisables, c'est trés peu probable : dans plusieurs casil a été
montré qu'ils se comportent comme des métabolites intermédiaires. Substance de réserve ? Régulation

de croissance ? La question reste sans réponse (Croteau et al., 2000).

1.2.5. Propriétés physico-chimiques:

Les alcaloides ont des PM variant de 100 a 900 Da. En régle générale, les alcal oides bases sont
insolubles ou tres peu solubles dans I'eau, solubles dans |les solvants organiques apolaires ou peu
polaires. Labasicité des alcaloides est trés variable, cette propriété étant étroitement fonction de la
disponibilité du doublet libre de I'azote. Elle permet de former des sels avec des acides minéraux
(chlorhydrates, sulfates, nitrates...) ou organiques (tartrates, sulfamates, maléates ... ). Les sels
d'alcal oides sont généralement solubles dans I'eau et les alcools dilués, ils sont insolubles dans les
solvants organiques. Les sels cristallisés se conservent plutét bien, ils constituent laforme commerciale

de ces molécules (Bruneton, 1993).
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Figure 1.14. Structures et espéces végétal es associ ées aux différents alcaloides (Croteau et al.,

2000).



1.2.6. Biosynthese:

Labiosynthese des alcaloides est trés complexe de part leurs variations structurales justifiées par des

- oxydations allyliques, des estérifications, des etherifications, des couplages oxydatifs, des oxydations
des noyaux aromatiques, et elle ne saurait étre traitée en termes généraux. Notons simplement ici que le
précurseur pour la synthése des alcaloides vrais est un acide aminé tel que l'ornithine, lalysing, la
phénylalanine, latyrosine, le tryptophane, I'histidine, I'acide anthranilique... La formation du systéme
hétérocycligue passe généralement par un processus inter- ou intramol éculaire simple : formation d'une
base de Schiff ou, fréquemment, réaction de Mannich. On remarquera que laformation d'un alcaloide
peut nécessiter I'intervention d'une seule molécule d'acide aminé (hygrine, cathine), de deux molécules
d'un méme acide aminé (quinolizidines), plus rarement de deux acides aminés différents (tubulosine)

— ou de plusieurs mol écules du méme acide aminé (spartéine). Quand la molécule comporte des carbones
supplémentaires, ils sont apportés par des éléments impliqués dans d'autres métabolismes comme
I'acétate pour les tropanes ou le diméthylallyl pyrophosphate pour les ergolines et furoquinol éines
(Bruneton., 1993).

1.2.7 Activités biologiques:

L es alcaloides sont des substances particuliérement intéressantes pour leurs activités surtout

pharmacol ogiques qu'exercent dans les domaines les plus variés:

- sous forme de dépresseurs (morphine, scopolamine...) ou de stimulants (caféine, strychnine...) au
niveau du systéme nerveux central;

- sous forme sympathomimétiques (éphédrine), ou sympatholytiques (yohimbine), ou
parasympathomimétiques (ésérine, pilocarpine), ou anticholi nergiques (atropine), ou

ganglioplégiques (spartéine, nicotine...).

On notera aussi |'existence de curarisants, d'anesthésiques locaux (cocaine), d'antifibrillants (quinidine),
d'antitumoraux, (vinblastine, elipticine ... ), d'antipaludiques (quinine) et d'amoebicides (émétine)...
Ces différentes activités conduisent a une utilisation accrue des drogues a alcaloides. Si certaines ne

sont employées que sous la forme de préparations gal éniques (belladone), beaucoup ne sont que des
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matieres premiéres pour I'extraction industrielle des alcal oides qu'elles renferment comme la morphine,
la scopolamine et la quinine. Une partie des alcal oides extraits peut étre transformée : la codéine par
méthylation de la morphine et la quinidine par conversion delaquinine (Crotean et al., 2000).

1.3. Inhibiteursdetrypsine:

L 'activité protéolytique a été mesurée comme la capacité a hydrolyser les protéines d'origine animale
(caséine ou hémoglobine) et végétale (globine) se produisant dans un organisme. La découverte de
substances inhibant |a protéolyse de la trypsine remonte au début du siecle. En effet, c'est en 1917 que
Osborne et Mendel observent, que des rats nourris avec un régime incorporant de lafarine de soja

autoclavée ont une meilleure croissance que ceux dont le régime comportait de la farine de soja cru.

En 1936 Kunitz et Northrop procédérent, pour la premiére fois al'isolement dans le pancréas de
bovins la substance responsabl e de I'inactivation de la trypsine sous la forme d'un polypeptide
cristallise auquel on a attribué le nom d'inhibiteur de Kunitz. Lesinhibiteurs protéiques identifiés sont
des protéases a sérine, cystéine, métallo ou aspartyl (Ramasarmaet al., 1994). |ls appartiennent &
deux groupes d'inhibiteurs : inhibiteur de Knnitz et celui de Bowman-Birk (Kunitz, 1945 - Birk et
al., 1963).

Lesinhibiteurs de trypsines largement distribués dans la nature, se présentent dans une large variété de
constituants végétaux et animaux du régime alimentaire humain. Ces inhibiteurs, on les trouve dans les
graines, lesfeuilles, les racines, les tubercules et méme dans les tissus végétatifs des |égumes, des
légumineuses, Solanaceae et Graminaceae. Cependant leur qualité, leur thermorésistance et leurs
propriétés physico-chimiques sont différentes d'une plante aune autre (Arabe et Sohonie, 1956
Ryan, 1973 ; Walker-Simmons et Ryan, 1977 . Humphries, 1980 : Menegatti et al., 1985
Broadway, 1989).

Parmi |es substances anti nutritionnelles, on considére les inhibiteurs de trypsines comme étant ceux qui
sont le plus largement distribués dans le régne végétal. En outre, leur importance quantitative ainsi que

leurs effets ont attiré I'attention des scientifiques, plus particulierement, ces inhibiteurs de trypsines qui



participent entre 30 a 60 % dans la diminution de la croissance et presque alatotalité de la réponse

hypertrophique du pancréas (Rackis, 1974).

Lesinhibiteurs de trypsines sont placés parmi les substances antiprotéinogénétiques, c'est-a-dire parmi
les substances qui inhibent I'utilisation métabolique des protéines. Parmi ces substances on peut aussi
inclure les tannins, surtout les formes |l es plus condensées, car ceux sont celles qui exercent une
puissante inhibition sur latrypsine (Kossa, 1974), du fait, de la nature polyphénolique des tannins et de
P la connai ssance que plusieurs polyphénols peuvent former des complexes avec les protéines et donc
inhiber I'action des enzymes (Pridham, 1963 : Davies, 1981 : Tan et al., 1983). D'autres substances
antinutritionnelles comme les hémaggi utinines, les phytates et certains glucosides fermentescibles,
n‘ayant pas d'effet inhibiteur sur les protéines mais ayant pour résultat un ralentissement de la

croissance.
1.3.1. Rélesdesinhibiteursdetrypsines:

Ils peuvent intervenir dans:

la régulation du métabolisme protéique des tissus végétaux jeunes en croissance (Ambe et
Sohonie, 1956),

la protection de I'embryon puisqu'ils sont situés essentiellement dans les couches périphériques
de lagraine et opposent ainsi une barriére a toute tentative de protéolyse enzymatique (Birk et
al., 1963),

|a défense chimique des plantes contre les herbivores, la blessure mécanique des feuilles, la
pathogénie et |e stress biologique des plantes (Green et Ryan, 1972 et 1973 - Steffenset al.,
1978 ; Rosenthal et Janzen, 1979 ; Ross et Delting, 1983 ; Brown et Ryan, 1984 ; Kraemer
et al., 1987 ; Ramsarma et al., 1994). Cependant, si ces inhibiteurs sont des agents de défense
chimique, ils doivent étre présents au site d'attaque a des concentrations efficaces. Ainsi il est
important de déterminer la phénologie de ces inhibiteurs chez la plante, leur activité et le

mécanisme qui régule leur synthése (Broadway et Missuréelli, 1990),
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- la qualité nutritionnelle des plantes, en vertu de leur teneur relativement élevée en acides
amines indispensables surtout en cystéine par rapport a quelques protéinesfoliaires (Tan-
Wilson et al., 1987),

- les traitements chemopreventifs des cancers puisqu'il a ete reconnu qu'ils ont une forte activité
anticarcinogene que se soit invivo ou invitro (Birk, 1976),

- les études relatives ala compréhension des maladies auto immunes et Alzheimer (Brown,
1992).

1.3.2. Propriétés et structure:

a- Propriéteés. Kunitz en 1947 a été le premier a montrer que l'inhibition de la trypsine par un
inhibiteur cristallise, isolé du soja, était directement proportionnelle ala quantité d'inhibiteur gouté et

gue l'inhibiteur neutralisé approximativement un poids égal de trypsine cristallisée.

En 1971 Zelter apu montré dans | e tourteau de soja que les inhibiteurs de trypsines, trés résistants a
I'action de la pepsine, réduisent le taux et la vitesse de libération de certains acides aminés
indispensables, notamment |la méthionine, qui est un facteur limitant de la qualité des protéines de la
plupart des végétaux.

Laforte diminution de la croissance chez I'animal, résultant de |'ingestion de graines ou de tourteau de
sojacru, pardit en partie liée ala présence dans le contenu intestinal d'une importante fraction protéque
soluble (inhibiteur de trypsine) mais précipitable al'acide trichloroacétique et résistante a l'action des
enzymes. Cette accumulation de protéines solubilisées résulterait d'un accroissement des dépenses

endogenes.

b- Structure et composition:  lastructure tridimensionnelle par cristallographie aux rayons X de
quelques inhibiteurs de trypsines de type Bowman-Birk a aider a comprendre larelation structure-

fonction de cesinhibiteurs.

Lesinhibiteurs de trypsines sont généralement des polypeptides ou des protéines a faible poids

moléculaire (PM compris entre 4 et 80 KDa). Ils possedent une ou plusieurs liaisons disulfures
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permettant leur stabilité contre la dénaturation thermique, les attaques protéolytiques et le pi-I
(Menegatti et al., 1985).

En effet, les liaisons ou ponts disulfures (S-S) stabilisent les coiformations natives des protéines. Le
clivage des liaisons disulfures peut rendre les inhibiteurs de trypsines plus susceptibles aux différentes
dénaturations chimiques et physiques. 1| a été constaté que les inhibiteurs de trypsines étaient de deux
types principaux ceux d'un poids moléculaire compris entre 20 et 25 KDa, portant deux liaisons
disulfures et ayant une activité spécifique sur latrypsine, appelésinhibiteursde Kunitz, et ceux d'un
poids moléculaire plus faible compris entre 5 et 10 KDa, présentant sept liaisons disulfures, une faible
teneur en acides aminés aromatiques et exercant une action inhibitrice alafois sur latrypsine et la
chymotrypsine, appelésinhibiteurs de Bowman-Birk (Ramasarmaet al., 1994). De nombreux
inhibiteurs de trypsines, correspondants aux deux types cités ci-dessus, ont été trouvés chez de
nombreuses plantes. Cependant jusqu'a présent, il n'est pas encore possible d'apprécier totalement
I'importance de ces inhibiteurs de trypsines dans |'alimentation humaine (Brown et Ryan, 1984
Broadway, 1989).

Il existe deux formes de trypsine humaine, une trypsine majeure et une trypsine mineure (10 a 20 % de
I'activité). Alors que latrypsine mineure est totalement inhibée par I'inhibiteur, I'autre ne I'est que

faiblement (Liener, 1979).

La composition en acides aminés de I'inhibiteur de trypsine du haricot (Phaseolus vulgaris) et de celui
de laluzerne (Medicago sativa) est importante dans la mesure qu'elle fait ressortir dans les deux cas
I'absence de tryptophane, la présence de teneurs particuliérement importantes de cystéine. L'absence de
— groupes suifflydriles libres indiquant probablement que tous les résidus de cystéine participent ala
constitution des ponts disulfures pour former la mol écule proté que de I'inhibiteur, donnant une
structure compacte qui doit demeurer intacte pour que la combinai son inhibiteur-trypsine puisse avoir
lieu. Poratb et Bellew (1975) ont extrait I'inhibiteur de trypsine du pois chiche (Cicer arietinum) avec
22 % de résidus cystine et un PM de 10 KDa. L'inhibiteur de trypsine de lamoutarde blanche (Snapis
alba) est une protéine de 18 KDa et possédant 142 résidus d'acides aminés avec des teneurs

T relativement élevées de résidus sérine, lysine, glycine et acide aspartique (Menegatti et al., 1985).



Celui de Dolichos b?florusaun PM de 15.5 KDa et contient 2 résidus tyrosine, 2 résidus phénylalanine,
7 ponts disulfures mais pas de tryptophane (Ramasar ma et Rajagopal, 1991).

1.3.3. Effets antin utritionnels:;

Plusieurs travaux en bibliographie ont été réalisés sur la caractérisation des inhibiteurs de trypsines
ainsi que leurs effets biologiques et physiologiques chez I'hnomme et I'animal  (Charpentier et
Lemmel, 1984).

L 'utilisation des régimes alimentaires riches en protéines a base de soja sont inefficaces a cause de la
présence des substances antinutritionnelles qui entrainent des effets physiologiques nuisibles chez la
plupart des espéces animales. Les inhibiteurs protéiques du soja ont fait I'objet de nombreuses études
en bibliographie (Rackis, 1965; Odani et |kenaka, 1972; Blow et al., 1974 . Kakadeet al., 1974;
Steffenset al., 1978 - Satterleeet al., 1979 : Collins et Beaty, 1980 : Krogdahl et Hoim, 1981
Soestrino et al., 1982; Strutherset al., 1982 : Kwok et al., 1993).

a- Mécanisme d'interaction avec la trypsine et répercussions nutritionnelles: c'est & Laskowski
(1966) quel'on doit I'explication du mécanisme de l'interaction de latrypsine et de I'inhibiteur de
Kunitz. Ilsindiguent que la premiére étape de |'interaction implique un clivage spécifique de laliaison
arginine-isoleucine qui se trouve dans I'espace d'un pont disulfure de I'inhibiteur. Cet inhibiteur modifié
est encore actif mais |'@oignement du résidu C-terminal, par traitement chimique qui coupe les ponts
disulfures, donne deux dérivésinactifs. Lanature du complexe trypsine - inhibiteur n'est pas définitive,
mais on pense gu'elle doit impliquer laformation d'un pont ester entre le site actif sérine de latrypsine
et le carbone terminal du résidu arginine de I'inhibiteur. La présence des inhibiteurs de trypsines a |'état
natif dans les aliments provoque chez les animaux un retard de croissance, une hypertrophie du

pancréas et une carence anormalement élevée en acides aminés soufrés (Liener, 1980).

b- Effets biologiques et physiologiques: Liener (1980) asignale que les substances antiprotéasiques
abaissent le taux et la vitesse de libération de certains acides aminés essentiels. Elles influencent la
disponibilité de la méthionine (facteur limitant des produits végétaux) et stimulent la fonction exocrine

du pancréas, d'ou I'hypertrophie observée chez certaines espéces monogastriques et chez le poul et
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(Strutherset al., 1982). Chez le poulet I'hypertrophie du pancréas serait surtout due a une hyperplasie
(Kakacleet al., 1969). Cependant d'autres études montrent que les inhibiteurs proté ques n'ont aucun

effet pancréatique sur le chien, le veau, le porc et lesinge (Kakadeet al., 1976). Ains comme le fait
remarquer Besancon (1978) lesinhibiteurs de protéase ne seraient pas |es seuls responsables de
I'hypertrophie pancréatique. Selon Kakadeet aL (1974), lesinhibiteurs de trypsines participaient aun
taux de 40% dans les troubles de croissance et dans la réponse hypertrophique du pancréas. Ce taux

peut varier entre 30 et 40% selon Rackis (1974). Les effets de ces composés ne sont pas toujours
connus avec précision, plus particuliérement chez I'nomme. Le plus souvent, |es données disponibles
concernent |'alimentation animale et on observe généralement des différences notables entre les
especes. En outre, il est important d'estimer |es risques d'actions toxiques ou indésirables de ces

substances en fonction des quantités ingérées.
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1. Introduction:

L a connai ssance des activités biologiques et des constituants ohimiques des plantes commence par
I'identification trés précise du matériel végétal suivie d'une recherche chimique approfondie concernant
la détermination de structures des différents constituants. Depuis de nombreuses années I'un des soucis
majeurs de I'hnomme est porté sur son vieillissement et sa santé. Les spécialistes de la santé
promulguent une hygiéne de vie a suivre afin de protéger son corps contre les agressions extérieures
gu'il rencontre incessamment. L'oxygene, notre principal o source de vie, peut devenir notre principal
ennemi. En effet celui-ci provoque un phénomene d'oxydation, processus qui est impliqué dans le
vieillissement de nos cellules et dans certaines maladies comme les maladies cardiovasculaires ou
certains cancers. La nature est dotée de composes tres utiles a notre bien étre, c'est le cas des
antioxydants. Présent en grande quantité dans les fruits et les |égumes essentiellement, ils nous
permettent de ralentir un temps soit peu la dégénérescence de nos cellules. Appel és également anti-
radicaux libres, ils sopposent alaformation de radicaux libres issus de I'oxydation due au dioxygene

et acquiert donc une activité protectrice de notre organisme.
2. Lestressoxydatif et lesradicaux libres:

Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999). D'une
autre maniere c'est une situation de dommage causé par les radicaux libres lors de I'oxydation comme
une dégeénérescence cellulaire (vieillissement) ou une tumeur (la plupart du temps cancéreuse). Les
radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour I'organisme
adose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense. Dans les circonstances normales, on. dit que la balance antioxydants/ prooxydants est en
équilibre. Si tel n'est pas|e cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction

énorme de radicaux, |'exces de ces radicaux est appelé «stress oxydant» (Favier, 2003).

Cesradicaux libres peuvent réagir avec certaines molécules qui circulent aux alentours. Ils n'attendent
gu'une seule chose, c'est de devenir stable en se liant & d'autres molécul es stables soit en leur volant un

électron soit en leur donnant leur électron. La molécul e atteinte devient a son tour un radical libre. Par
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cette suite de « réaction en chaine» sen suit I'apparition d'un grand nombre de radicaux libres qui

peuvent interagir avec des molécules primordiales comme I'ADN ou les membranes cellulaires.
2.1. Lesradicaux libres:

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs éectrons non appariés, ce qui le
rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est
T souvent appel € especes réactives de I'oxygene (Figure1.15.). |lsapparaissent soit au moment d'une
fission homolytique ou chagque atome garde |I'édectron qu'il a mis en commun dans une liaison
covalente soit au cours de réaction d'oxydoréduction avec des composés non radicalaire. L'appellation
dérivés réactifs de I'oxygene " n'estpas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I'oxygene
proprement dit , mais aussi certains dérivés oxygenés réactifs non radicalaires dont latoxicité est
importante tel le peroxyde d'hydrogéne (H202) et e peroxynitrite (ONOO -) (Novelli, 1997).

2.2. Principaux radicaux libres:

- L'anion superoxyde : c'est un anion qui intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses
réactions. La molécule d'oxygene, mise en présence d'une quantité d'énergie suffisante, peut

acquérir un électron supplémentaire et former ainsi |'anion superoxyde selon laréaction:

02 +1le 02

T - Leradical hydroxyle: OH.. Il est trés réactif vis-&vis des structures organiques et joue un role
initiateur dans I'auto oxydation lipidique.
- Leradica peroxyde: ROO.
- L'oxygéne singulet : 0.2, forme <(excitée» de |'oxygéne moléculaire, est souvent assimilé aun

radical libre en raison de saforte réactivité. (Hadi, 2004).
2.3. Origine et desradicaux libres:

Lesradicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire les bactéries a

I'intérieur des cellules immunitaires (macrophages, polynucléaires), d'inactiver les virus ou pour réguler
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des fonctions cellulaires | étales comme |'apoptose (Favier, 2003). La production de radicaux libres par

le systéme immunitaire constitue un outil de protection puissant, mais se révéle dangereuse si elle est

non maitrisée.
Lumiére UV Oxydases
h 2 H2°2
Oxygene singulet Oxyagene = - \ .
yg Superoxyde /J 11: Pei-oxvde d'hydroéns
Arginine ’ %nggﬂox disrnutas./ | \I\veoneroxvdase
---mitochcndrie 4
] - Fel
. o, .
NO i-"——¢——— 2 ( HOCi
F e3+
Monoxyde d'azote Anion
! superoxyde
4| OH
ONOO OH |
Peroxynitrite Radical hydroxyle
/. ‘5 1
. XK
Nitration Activation des= Oxydation Peroxydation Oxydation
des protéinesj cascades ~des protéines. lipidique de'’ADN
des kinases

Figure 1.15. Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de |'oxygéne

impliqué en biologie (Favier, 2003).
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(Hadi, 2004). IIsinhibent lasécrétion dinsuline (Krippeit-Drewset al., 1994), modifient les

structures primaire, secondaire €t tertiaire des protéines (Pincemail et al., 1999).

Par ailleurs, le glucose peut soxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces
métalliques, en libérant des cétoal déhydes, H202 et OH, qui entraineront la coupure de protéines ou
leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomene de glycosoxydation est tres important
chez les diabétiques et contribue alafragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine  (Favier,
2003).

L e stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale

amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedeéme pulmonaire, vieillissement accéléré, le
diabete, lamaladie dAlzheimer (MA), les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (MCV)
(Favier, 2003), maladie de Parkinson, lesinflammations gastro-intestinale, ulcéres (Atawodi, 2005),

les oedémes et vieillissement prématuré de la peau (Geor getti et al., 2003).

3. Lesantioxydants:

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher I'oxydation des
substrats biologiques (Boyd et al., 2003), se sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres

et lesrendent ains inoffensifs (Vansant, 2004)

Laraison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que I'oxygene est un éément
potentiellement toxique puisqu'il peut étre transformeé en formes plus réactives telles que le superoxide.
le peroxyde d'hydrogene, I'oxygéne singulet et les radicaux hydroxyle, collectivement connu sous le
nom d'oxygene actif (Boyd et al., 2003). Certains antioxydants agissent en formant des produits finis
non radicaux, d'autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement
avec un radical d'acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que
d'autres antioxydants absorbent |'énergie excédentaire de I'oxygene singulet pour latransformer en
chaleur. D'une maniere générale, un antioxydant peut empécher |'oxydation d'un autre substrat en

soxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme temps, les antioxydants arrétent la
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réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants est relativement stable (Vansant,
2004).

D'un point de vue biologique les composés antioxydants peuvent protéger les systemes cellulaires des
effets des processus potentiellement nocifs qui causent I'oxydation excessive (Hale, 2003). On peut
citer deux types d'antioxydants:

3.1. Lesantioxydants endogenes:

L es antioxydants endogénes sont composeés de systeme de défense primaire et secondaire:

- Un systéme de défense primaire : composeé d'enzymes et de substances antioxydantes, telles
gue la superoxyde dismutase (SOD) qui diminue la durée de vie de I'anion superoxyde o2-, la
catalase qui transforme le peroxyde d'hydrogéne (H202) en simple molécule d'eau, la
glutathion peroxydase (GPx) qui détruit le peroxyde d'hydrogéne et |les peroxydes lipidiques et
les mol écul es piégeurs comme le glutathion (GSH), I'acide urique, les protéines a groupement
thiols, ubiquinone,

Un systéme de défense secondaire : compose d'enzymes protéol ytiques, des phospholipases,

des ADN endonuclease et ligase et des macroxyprotéinases (Pincemail et al., 1999).

3.2. Les antioxydants naturels:

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo. Elles incluent |e béta carotene,
I'albumine, I'acide urique, les oestrogenes, les polyamines, les flavonoides, I'acide ascorbique, les
composeés phénoliques, lavitamine E... Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur

perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson,

1999).

Lavitamine E (Figure1l.16.) est un antioxydant important qui protege les cellules contre les
dommages associés aux radicaux libres et par conséquent, prolonge lavie cellulaire tout en ralentissant
le processus de vieillissement (Maydani, 2000a) et |la diminution de |'athéroscl érose (Maydani,

2000b). Lavitamine E joue un réle important dans I'agrégation de laf3-amyloide (Af3), d'ailleursles
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données cliniques ont prouvé que les patients d'Alzheirner obtiennent des avantages remarquables au

traitement par lavitamine E (Pieroni et al., 2002).

Figure 1.16. Formule brute de a tocophérol ou vitamine E (5-7-8 triméthyl tocol) (M aydani,
2000a).

li aété déterminé que lavitamine E naturelle, semble étre deux fois plus biodisponible que la vitamine
E synthétique (Burton et al., 1998). Lavitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les

noix et les germes de diverses graines (Vansant, 2004).

Les Caroténoides sont une classe de composes phytochimiques trés importante, trouveés dans les
légumes et fruits, également dans le lait, empéchent |es dommages génétiques, protégent contre les
dommages oxydants en augmentant le métabolisme de désintoxication, empéchent |'expression des
oncogenes, augmentent |'activité de communication des gap jonctions. Les exemples de caroténoY des,
incluent |'alpha caroténe, béta caroténe (Figure 1.17.), lycopéne, phytofluéne, phytoéne, luteine,
neoxanthine, viloxanthine, anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et béta cryptoxanthine. Leur structure
polyene leur permet d'absorber lalumiére et de neutraliser I'oxygene singulet. Cette chaine polyene,
par mécanisme d'addition, permet I'incorporation des espéces réactives ou radicaux libres et de ce fait
ralentir leur propagation. L es caroténoides sont impliqués dans la prévention de nombreux types de

cancer ; cancer de la prostate ; cancer du poumon (Hale, 2003).

Figure 1.17. Formule brute du El-carotéene (Hale, 2003).
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Lavitamine C (Figure 1.18.) est largement répandue dans les fruits (Vansant, 2004), L'influence sur
les dégéts protéiques a été examinée dans des études d'apports de suppléments, principalement sur des
modélesderats et il y aeu quelques essais chez I'hnomme. De facon intéressante, de supplémenter des
volontaires sains pendant 5 semaines avec de la vitamine C n‘a aucun effet. Cependant, aprés 10 et 15
semaines de traitement, les taux de carbonyles ont été significativement abaissés (Carty et al., 2000).
Ceci suggeére gue les autres études, qui n‘ont pas réussi a trouver une influence de I'apport de
suppléments antioxydants, devraient étre prolongées sur une plus longue durée. L'apport de

suppléments de vitamine C prévient également des dégéats oxydatifs sur les protéines induits par la

fumée de cigarettes (Panda et al., 1999).

S48
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Figurel.18. Formule brutede 1 acide ascorbique ou vitamine C (Vansant, 2004).
Sa structure ressemble aux oses en C6. Cette molécule est trés facilement oxydable et cette oxydation
est réversible du au fait de la présence des deux fonctions alcools conjugué a la double liaison (Figure
1.19.). Elle peut facilement donner ses protons et donc se décharger de ses électrons mais elle peut

auss capter des éectrons, un atout majeur pour stabiliser les radicaux libre comme le montre le schéma

réactionnel ci-dessous;

OH OH OH

Oxydation Oxydation
,O
HO HO

. Red ion
HO OH Réaction HO = atio 0 0

Figurel.19. Réaction d'oxydation et deréduction del'acide ascor bique (Vansant, 2004).



L'acide ascorbique est laformerédui  en perdant un éectron ou un proton, il passe par une forme
instable, un radical libre appelé radi ascorbique qui peut facilement soxyder pour donner un
compose avec deux fonction cétone  la place des alcools appel € acide déshydroascorbique, ou

redonner |'acide ascorbique par réduct

Lavitamine A est un compose huil’ jaune tout comme les tocophérols. Cette vitamine est
liposoluble et se trouve sous deux forni  une forme active directement utilisable par le corps est le
rétinol (Figure 1.20.) est métabolisépar  x enzymes (l'ester hydrolase pancreatique et une hydrolase

de la bordure en brosse entérocytaire) estersde rétinol qui sont déverse par lalymphe dans le

systeme circulatoire.

CH

Figure 1.20. Formule br te du rétinol ou vitamine A (Amiot et al., 2007).

L'autre forme de lavitamine A n'est pas utilisable directement. Son précurseur est le 13-caroténe appelé
également provitamine A (Voir ci-dessus). Du fait de la présence d'un grand nombre de double liaison

sur la chaine isoprénique du rétinol, il est tres facilement oxydable d'ou son réle d'antioxydant.

L'acide alpha-lipdique (Figure 1.21.), lorsqu'il fut isoléil y acinquante ans, |'acide alphalipoique fut
identifié comme vitamine. || adepuis été reclassé comme antioxydant et peut piéger les radicaux libres
aux niveaux intracellulaire et extracellulaire. Du fait qu'il est aussi bien liposoluble qu'hydrosoluble, il
peut accéder a toutes les parties de nos cellules (Packer, 1995). L'acide lipoique réduit laglycation et

favorise le transfert du glucose sanguin aux cellules en stimulant I'activité insulinique (Kahler, 1993).
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Figure 1.21. Forme oxydée de|'acide alpha-lipoique (Packer, 1995).

La prise de composeés phénoliques (fig cf. Chapitre 11) a été largement rapportée pour protéger contre
le dével oppement de mal adies coronariennes. De nombreuses preuves existent montrant que les

composes phénoliques peuvent prévenir I'oxydation desLDL (Meyer et al., 1997).

Des études en laboratoire présentées a une réunion de I'American Chemical Society en septembre 1997
ont démontré que le gallate d'épigall ocatéchine était 100 fois plus efficace que lavitamine C et 25 fois
plus efficace que la vitamine E pour neutraliser les radicaux libres. Larecherche semble indiquer que
cette puissance antioxydante pourrait jouer un réle dans le maintien de I'immunité humaine. Dans le
cadre d'éudes menées sur des animaux au Japon au début des années 1990, ont constaté que les
polyphénols du thé vert augmentent I'activité des macrophages, des lymphocytes B, des lymphocytes T
et des cellules tueuses naturelles. (llegarty, 2000). Serafini et al. (2000) ont trouvé qu'alafoislethé
noir et le thé vert étaient capables d'inhiber I'oxydation desLDL, Mcanliset al. (1998) ont échoué a

trouver un effet significatif.

Ohran et al. (1999) ont examineé plusieurs composes naturels et synthétiques sur des cataractes
induites par du sélénite chez lerat, et ont montré que du dicloferae (60 %), delavitamine C (58 %) et
- de laquercétine (40 %) sont protecteurs. |1 semble que |a capacité antioxydante d'un flavonoide dépend
de son affinité pour les radicaux libres et donc de sa structure la présence de deux hydroxyles en ortho
sur le noyau B, la conjugaison du noyau B au groupe oxo en 4 viala double liaison en 2,3 sont des

éléments favorables (Bruneton, 1993).
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4.1. Fruits et légumes et maladies cardiovasculaires (MCV):

L es cardiopathies ischémiques et |es accidents vasculaires cérébfaux sont la principale cause de déces
dans le monde. L'alimentation et les habitudes de vie ont un réle Important dans |'étiologie desMCV.
Plusieurs nutriments comme les acides gras saturés, les acides gras trans et le sel affectent les niveaux
des principaux facteurs de risgue et |a survenue des accidents vasculaires. Ces derniéres décennies, la
mise en évidence biologique de possibles effets protecteurs de nombreux constituants, notamment des
antioxydants, a stimulé un intérét particulier pour I'éude des propriétés des fruits et des légumes. A |la
fin des années 80, |a cohérence des données expérimental es, cliniques et épidémiologiques qui
montraient des effets favorables des fruits et Iégumes et de leurs composeés sur |'athérosclérose a
conduit les autorités de santé publique, a promouvoir la consommation de fruits et [légumes de la
population (Committee on Diet and Health and National Resear ch Council, 1989; National
Cancer Ingtitute, 2001; Ministére dela Santé et des Solidarités, 2006).

De nombreux travaux suggerent que les polyphénols des F& L participent ala prévention des maladies
cardio-vasculaires. Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la capacité
antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des artéres, ils
préviennent |'oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL), qui est I'un des facteurs clé du
processus physiopathol ogique de I'athérosclérose. En inhibant I'oxydation des LDLSs, ils limitent leur
incrustation dans les parois des artéres qui contribuent a |'épai ssissement des parois et aréduire le flux
de sang qui parvient au niveau des tissus. L es polyphénols agiraient aussi en inhibant I'agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénomene de thrombose qui peut conduire al'occlusion des arteres.
Deux études cliniques récentes réalisees aux Etats-Unis et au Chili ont montré que les polyphénols
améiorent le fonctionnement de I'endothéium. Ces cellules qui tapissent les parois des artéres jouent
un réle clé dans I'noméostasie des arteres et 1a prévention de |'athérosclérose. Les polyphénols en
prévenant |'athérosclérose et les risques de thrombose limiteraient les risques d'infarctus du myocarde,
ce que tend a confirmer les nombreuses études épidémiologiques déja publiées (Lin et al., 2001,
Bazzano et al., 2002; Mozaffarian et al., 2003; Dauchet et al., 2004; Genkinger et al, 2004; Ness
et al., 2005; Tucker et al., 2005).



4.2. Fruitset légumes et cancers:

Les polyphénols des F& L seraient impliqués dans la prévention des cancers. Ajoutés au régime de
divers animaux de laboratoire, ils limitent le dével oppement de tumeurs induites expérimental ement
par exposition a des agents carcinogenes, lis sont actifs contre de nombreux cancers (colon, estomac,
foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie ...) atous les stades de la cancérogenese. Au stade
dinitiation, ils agissent comme agents bloquants en empéchant |'activation de procarcinogenes, en
piégeant |les mutagenes éectrophiles ou en stimulant laréparation des ADNs mutés. Au stade de
promotion et de progression, ils agissent comme agents suppresseurs de tumeurs. Les mécanismes
impligués peuvent |a encore étre trés variés: prévention du stress oxydant, inhibition du métabolisme
de I'acide arachidonique et des réactions inflammatoires associées, inhibition de la protéine kinase C et
delaprolifération cellulaire, induction de I'apoptose, inhibition de |'angiogenése. Les preuves de leurs
effets chez I'nomme restent cependant encore insuffisantes. Plusieurs méta-analyses ont été effectués
concernant larelation entre la consommation des F& L et lerisque de cancer (Jansen et al., 2001;
Giovannucci et al., 2003; Riboli et Norat, 2003; Etminan et al., 2004; Lunet et aL, 2005; Willett,
2005; Pavia et al., 2006; Vainio et Weider pass, 2006). Les principales conclusions du panel d'experts

sont:

« L'affaiblissernent des arguments en faveur d'un effet protecteur des F& L par |es résultats des études
de cohorte conduites depuis le milieu des années 1990. Dans aucune relation entre F& L et cancer les
arguments ne sont suffisants pour étre jugés convaincants, seules des rel ations probabl es sont
évoqueses,

la diminution probable du risque des cancers de la bouche, du pharynx, du larynx, de I'oesophage et
de I'estomac pour les F&L ; ladiminution probable du risque de cancer du poumon pour les fruits
seulement;
« |la protection probable par les F& L al'égard de la prise de poids du fait de leur faible densité
énergétique ; I'augmentation convaincante par e surpoids/obésité du risque de cancer pour de
nombreuses localisations : oesophage (adénocarcinome), pancréas, colon-rectum, sein (en post
ménopause), endometre, rein;
* ['objectif de santé publique d'atteindre une consommation moyenne en population de 600 g/j de F&L

la recommandation pour les individus de consommer au moins 5 portions/j (au moins 400g/j) de F&L.
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Presque tout les légumes utilisés traditionnellement dans la cuisine algérienne tels que le
T 1 cardon, lamauve, le chou vert, etc... ne sont pas bien éudiés ni de point de vue composition chimique
ni de point de vue estimation de leur valeur nutritionnelle. La plupart des travaux réalisés dans ce
T domaine en Algérie sont traités sur les |égumineuses comme les haricots, les lentilles et les pois chiche
(Laumont, 1960 : Antheim et al., 1975 ; Azout et al., 1978 ; Bencijama et Zeghonane, 11993
Hamadache et Ait-Abdellah, 1998; Amir et al., 2007).

En général le probleme de la composition chimique et la qualité protéique des légumes a
feuilles est 1ié au probléme de trouver une nouvelle source naturelle renouvel able pour combler le
déficit en protéines dans I'alimentation causé par la démographie galopante (Costes, 1981 : Gastineau,
1981). I existe beaucoup d'étude sur la potentialité des différents organes des plantes pour les utilises
comme source aimentaire et fourrage (Nagy et al., 1978; Carlsson, 1984; Gupta et Wag)e, 1988;
Almazan et Begum, 1996 : Vijayakumari et al., 1997; Almazan et aL, 1997; Guil-Guerrero et
al., 1998; Mosha et Gaga, 1999 : Trichopoulou et al., 2000; Singh et al., 2001 ; Guptaet al., 2005

Dm1et al., 2008).

C'est dans ce but que nous avons choisi trois espéces de |égumes "trés consommes en Algérie a
savoir Malva sylvestris (mauve), Cynara cardunculusvar. cardunculus (cardon) et Brassica oie racea
var. acephala (chou vert). Afin d'étudier leur composition chimique, leur valeur nutritionnelle, la
valeur biologique de leurs protéines et éventuellement identifier leurs métabolites secondaires tels que
les polyphénols, les alcaloides et I'inhibiteur trypsique. Les caractéristiques botaniques et la
valorisation de ces trois plantes sont toutes d'abord présentées, puis les protocol es opératoires de la
composition chimique des trois légumes sont décrits. Enfin une étude comparative quantitative et

gualitative de leur composition chimique est menée.



3 , .
Pt B - . N

v
: i




a1

1. Malva sylvestris (mauve) (Figure 11.1.):

1.1. Position systématique:

Parmi les classifications basées essentiellement sur des criteres morphol ogiques et anatomiques, celle
- de Cronquist est laplus utilisée (Cronquist, 1988). En 1998, un groupe de chercheur éabore un
nouveau systeme de classification basé sur des critéres phylogénétiques. || prend en compte tous les
caracteres héritables, depuis ce qui est visible (base des classifications traditionnelles) jusqu'aux
séquences d'/ADN, en passant par les protéines et |es données de la pal éontologie. Le séquencage de
certaines parties du génome comme I'ADN des mitochondries ou I'ARN des ribosomes a permis au
cours des dernieres années de faire des progres importants (Spichiger, 2000). Aujourd'hui, il Sagit de
T laclassification la plus utilisée. Cependant cette classification a été révisée en 2003  (Password, 2003).

Celatraduit les efforts faits en systématique pour tenir compte des derniéres avancées en matiere de

biologie moléculaire. Dans notre travail, on sest basé sur cette classification pour positionner nostrois

especes de légumes a savoir Malva sylvestris, Cynara cardunculus et Brassica ol eracea.

Figure11.1. a Mauve M'ilwuevrirc.iri ).

En ce qui concerne lamauve:
Ordre. Malavales

Famille : Malvaceae
Genre: Malva

Malva sylvestris
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1.2. Caracteres botaniques et écologiques:

Appeler autrefois en latin  omnimorbia en raison de ses propriétés adoucissantes pour les voies
respiratoires utiles pour le traitement de nombre de symptomes. C'est une plante bisannuelle vivace,
herbacée de lafamille des Malvaceae. Elle a une racine pivotante et pulpeuse. Les feuilles sont
pental obées, crénelées et dentel ées sur les bords a pétiole souvent plus court ressemblant un peu a
celles du lierre avec une couleur vert foncée. Latige est étalée de 30 a 60 cm de long et le fruit est une
capsule de graines réniformes avec un mode de dissémination barochore. La répartition des sexes des
organes reproducteurs est hermaphrodite avec d'une part un type d'inflorescence raceme de cymes
unipares hélicoides et d'autre part un type de pollinisation entomogame et autogame (Quezel et Sauta,
1963 : Greuter et al., 1989). Cette espéce se présente partout a l'état sauvage dans les prairies, les
paturages, les lisieres des foréts et dansles clairieres (Kolev, 1976 : Ozenda, 1983). Lamauve se
développe dans les régions humides, par contre elle redoute la chaleur de |'été, en général elle se
développe dans les climats tempérés et dans les terres de consistance moyenne |égérement argileuse

avec un habitat de type friches vivaces xérophiles (Quezel et Sauta, 1963 ; Anonyme, 1977).
1.3. Travaux scientifiques antérieurs sur la mauve:

Lamauve est une plante trés connue dans la région du bassin méditerranéen, elle est consommeée
comme hors d'oeuvre, cuite avec des légumes et des olives. De point de vue thérapeutique, les
principaux effets de la mauve sont émollient et désinfectant. On |'utilise pour apaiser latoux et pour
soigner les inflammations internes et externes comme les maux de gorge, aphtes, bronchite,
enrouement, et laryngite. Ses feuilles sont, utilisées surtout pour le mucilage (substance active de la
plante) qu'elles contiennent, comme substance de base pour la fabrication des dentifrices, des acides et
de lavitamine C. Lamauve est employée aussi comme un excellent laxatif pour les enfants et comme
un anti-poison en cas d'absorption d'acide ou de base (Quezel et Sauta, 1963 : Kolev, 1976; Ozenda,
1983 : Greuter et a.., 1989). 11 existe tres peu d'étude phytochimique (voir méme inexistante) réalisee
sur la mauve, non seulement de point de vue estimation de sa valeur nutritionnelle et alimentaire et
auss de point de vue identification de ses métabolites secondaires avec éventuellement des essais
d'utilisation thérapeutiques. 'Pour cette raison nous I'avons choisi comme matériel biologique de ce

modeste travail.
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2. Gynara cardunculus (cardon) (Figure 11.2.):

Figure IL.2. Photographie du Cardon (Cynara cardunculus).

2.1. Position systématique
Ordre: Agterales
Famille Asteraceae
Genre: Cynara

Cynara cardunculus

2.2. Caracteres botaniques et écologiques:

L e terme «cardon» a été emprunté au provencal, du latin cardo -onis, chardon. C'est une formetrés
voisine de I'artichaut, qui fut parfois classé dans une espece différente (Cynara scolymus), mais qui est
désormais considéré comme une forme de Cynara cardunculus L. subsp. cardunculus. On dit méme
gue du genre Cynara on connait deux especes la cardurcu lus (cardon) et la scolymus (artichaut).
Certains botanistes prétendent que c'est un croisement des deux espéeces qui a produit I'artichaut alors

que d'autres parlent de domestication (Koubaa et Damak, 2003).

Sans aucun doute on peut affirmer que le cardon est originaire du bassin méditerranéen : Afrique du

nord (du Maroc alaLibye), Europe méridionale (de la Gréce au Portugal) et Asie mineure (Turquie et

Chypre).
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Le cardon est une plante herbacée bisannuelle de la famille des Astéracées, cultivée comme plante
potagere pour ses «cotes» charnues (pétiole et nervure principal e dével oppée des feuilles)
consommees comme légume, vivace par ses rejets, qui se dével oppe d'abords en rosette, puis émet une
tige principale épaisse et rameuse qui peut atteindre 2 m de haut portant aleurs extrémités des capitules

terminales.

Lesfeuilles tres grandes, longues, profondément divisées en lobes aigus, de couleur grise argentée, sont
longuement pétiolées. Le pétiole qui se prolonge en nervure principale est large et charnu, et constitue
la partie comestible des cotes de cardons. Les fleurs, bleu violacé, sont réunies en capitules qui
apparaissent a partir de la deuxiéme année. Ces capitules, entourés d'un involucre de bractées pointues,

mais plus petits que ceux de I'artichaut, sont également comestibles.

Le cardon présente un systeme racinaire pivotant trés profond, lui confére une bonne résistance ala
sécheresse et sans doute a des froids pas trop intenses. Les graines sont des akénes oblongs surmontés
d'une aifrette plumeuse qui se séparent facilement. Dans le commerce des graines, il existe deux
variétés de cardon : I'une inerme et |'autre épineuse, seule la variété a épine est cultivée car elle dégage

ce bon godt typique du cardon (Gubb, 1913 : Trabut, 1935 : Kolev, 1976 : Ozenda, 1983).

Le cardon qui est une espéece a caractére méditerranéen pousse a l'état naturel dans des milieux
relativement secs. Cependant, il préfere un sol frais, profond, bien travaillé, fumé et riche en matiere
organique et une exposition ensoleillée. Sa multiplication se fait au printemps, par semis en pépiniere
abritée ou en place apres les gelées, en avril-mai. En cas de semis en pépiniére, les plants sont repiqués

au stade 3 a4 feuilles lorsque la température ambiante dépasse les 12 °C.

Avant larécolte, on procede au "blanchiment”, destiné a attendrir les ctes, qui consiste a étioler les
plants en les attachant aprés les avoir enveloppé d'un film opaque, et éventuellement a butter sur une
hauteur d'environ 25 cm. La récolte des cotes intervient al'automne, 5 a6 mois apresle semis

(Anonyme, 1977; Ozenda, 1983).
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2.3. Travaux scientifiques antérieurssur le cardon:

Les applications culinaires traditionnelles du cardon utilisent les feuilles blanchies et les réceptacles
dans | es soupes, cuits en vapeur ou en salades (Grieve, 1971 - d Amaral Franco, 1976 - Fernandez
et al., 2006).

En bibliographie presque toutes |les études réalisées sur le cardon porte sur l'identification de ses

meétabolites secondaires et éventuellement tester leurs utilisations biopharmaceutiques comme |'activité
antioxydante, antimicrobienne et antivira, etc... (Pariset Moyse, 1971 : Convoitise, 1983 ; Koubaa
et al., 1999; Slanina et al., 2001 : Valentao et al. 2002).

D'aprés labibliographie (Adzet et Puigmacia, 1985; Slanina et al., 2001 : Sevcikovaet aL, 2002;
Valentao et al. 2002; Koubaa et Damak, 2003; Wang et aL, 2003; Pinelli et al, 2007) cette espéce

renferme dans ses feuilles et ses graines:

« des polyphénols : les dérivés caféiques (cynarine et acide chlorogénique), des flavonoides
(surtout des fiavones), des stéroides (stérols, sesquiterpénoides et des saponines), un
principe amer (cynaropicrine) et un sucre (inuline),

* des acides organiques surtout des acides alcools,

e destanins,

* des anthocyanes,

* des coumarines,

 deslignanes.

Lesfleurs du cardon sont riches en protéases telles que les cardosins A et B, dans la péninsule ibérique
et depuis longtemps on a utilisé les extraits aqueux des fleurs pour la fabrication du fromage (Silvaet
Malcata, 2005 ; Fernandez et al., 2006), lesfleurs sechées sont un produit de remplacement de la

présure utilisées pour cailler lelait (Tanaka, 1976; Faciola, 1990).

De nosjours, le cardon est devenu une plante médicinal e importante par la découverte de la cynarine

(Figure 11.3.). Ce composé amer, présent dans les feuilles est utilisé comme médicament pour
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améliorer lafonction du foie et delavésicule biliaire. Il stimule aussi |a sécrétion des sucs digestifs et

diminue le taux de cholestérolémie. Le cardon est aussi traditionnellement utilisé comme diurétique,

cholérétique, tonicardiague et comme agent antihémorroidaire (Convoitise, 1983 : Koubaaet al.,
1999).

cYy 1E

oH... OH
C&OH OH

OH CH=CH(flO
OCH =CH OH
OH

Figure 11.3. Structuredela cynarine (Koubaa et al., 1999).

Les extraits des feuilles du cardon sont utilisés pour leurs actions cholagogue et chol érétique dans les
traitements de dyspepsie et du diabéte (Pariset Moyse, 1971 - Koubaa et al., 1999). Dans ces extraits,
il a été signalé une activité antioxydante contre le radical superoxyde (Valentao et ai., 2002) et une

activitéintégrase anti-VIH (Sianina et al., 2001).

L'huile du cardon sobtient par pression afroid des graines. Cette huile a des propriétés particulieres
liées d'une part a sarichesse en acides gras essentiels insaturés (85 %) (Figure 11.4.) et d'autre part ala
présence d'un composé appelé silymarine (30 mg/100g). Elle possede une fonction vitaminique ainsi

gu'une fonction plus spécifique a savoir détoxification des cellules hépatiques.

Acide Myristique .......ccccooereereeneee. 0,12%
Acide Pamitique .........ccceeeruennee 11.12%
Acide stéarique .........cccceevveeeennne. 2.75%
Acideoléique.......ccccevvereernnnen. 21.15%
Acidelinoléique..........cccccevvennne. 63.10%
Acide arachidique ..........ccccuennee. 0.30%
Acidelinolénique ........cccceeennee 0.05%

Figure 11.4. Composition des acides grasde|'huile des graines du cardon (Slanina et al., 2001).
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Les acides gras essentiels insaturés conferent aussi al'huile des graines du cardon une fonction
T vitaminique F qui intervient dans laformation des prostaglandines. Par ailleurs I'huile contient de la

vitamine E (27 mg/100g) et de la provitamine A (0.4 mg/100g). Cette fonction vitaminique joue un réle

métaboligue considérable et elle a des répercussions sur la plupart des fonctions neurophysiologiques

de l'organisme (K oubaa et Damak, 2003).

Enrésumé Cynaracardunculus, ancétre botaniquedu Cynara Scolymus ou Artichaut est
connu et apprécié d'un point de vue culinaire (Cardon) ; il est également une source de principes actifs

faisant I'objet de diverses applications médicinal es, notamment dans | e traitement d'affections

hépatobiliaires.

Parmi les molécules d'intérét thérapeutique contenues dans la plante, les dérivés caféiques et les
flavonoides sont les plus actifs. Ces molécules ont des structures chimiques polyphénoliques, plus ou

moins complexes. La composition chimique des deux molécules recherchées en priorité: lacynarine et

I'acide chlorogénique.

3. Brassica oleracea (chou vert) (Figure I1.5.):

L

Figure 113. Photographie du Chou vert (Brassica oleracea).
3.1. Position systématique
Ordre: Capparales
Famille : Brassicaceae
Genre : Brassica
Brassica oleraceae
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3.2. Caracteres botaniques et écologiques:

Le terme «chou », qui vient du latin caulis, est apparu dans la langue francaise au "!'® jeacle. On
désigné le chou pommeé de «caboche», puis de «cabus », mots empruntés al'italien  capoccia ou
cappuccio, qui veulent dire «a grosse téte ». Le chou de Bruxelles, qui est, somme toute, un petit chou
pommeé poussant a l'aisselle des feuilles, tire son nom du fait qu'on l'aurait créé dans cette ville
T vers 1650 dans le but de rentabiliser la superficie cultivable, qui se raréfiait sous la poussée de

['augmentation de la population urbaine.

Lenom latin del'espéce Brassica serait dérivé d'un mot celte, bresic, qui voulait justement dire
«chou », alors que oleracea veut dire potager. Une Brassica oleraceaest un chou du potager (Maire,
1965; Laumonnier, 1978).

L es choux appartiennent a la vaste famille des brassicacées, qui comprend quel ques centaines de
genres botaniques et quelques milliers d'espéces. Dans cette famille figurent bon nombre de plantes

comestibles d'importance commerciale : radis, navet, rutabaga, moutarde, cresson,...

Toutes ces plantes se caractérisent par la présence d'une fleur a quatre pétal es disposés en forme de
croix (d'ou le nom de «cruciferes» d'abord employé pour désigner cette famille) et, selon le légume,
par une saveur plus ou moins piquante qui est attribuable a une substance soufrée appel ée
communément «essence de moutarde ». Malgré leur apparente diversité, le chou pommeé, |e chou-

fleur, le brocoli, |le chou-rave et les choux de Bruxelles viennent tous d'un ancétre commun

T (Laumonnier, 1978).

L es types de choux gue I'on consomme habituellement viennent tous d'un ancétre sauvage unique,
Brassica oleraceavar. oleracea, dont certains font remonter |a domestication a 2000 ans dans les pays
de I'est du bassin méditerranéen ou en Anatolie, au sud de la mer Noire; d'autres pensent qu'il y aurait
eu un ancétre beaucoup plus ancien, aujourd'hui disparu, qui était d§a cultivéil y a8000 ans sur les
cotes du nord de I'Europe. Cet ancétre sauvage aurait été introduit dans les pays du bassin
meéditerranéen, en Europe de I'Est, et méme au Proche-Orient et en Orient. Une chose est avérée:
I'espéce sauvage Brassica oleracea oleraceapousse encore aujourd'hui sur les cotes rocailleuses de la
M éditerranée, du nord de I'Espagne, du sud-ouest de la France, du sud et du sud-ouest de la Grande-

Bretagne. Au fil des siécles, Brasica oleracea adonné naissance a des sous-especes preésentant des
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caractéristiques extrémement diverses selon qu'on avoulu développer les feuilles (borécole, chou vert
ou chou cavalier, chou a grosses cotes), les feuilles formant la pormme (chou de Milan ou chou de
Savoie, chou blanc, chou rouge, choux de Bruxelles), les fleurs (brocoli, chou-fleur) ou latige (chou-

rave).

L es premiers choux cultivés étaient probablement des borécoles (kale en anglais), des choux cavaliers
(couards) ou des choux a grosses cotes (chou du Portugal), espéces qu'on a sélectionnées au cours des
siecles pour leurs feuilles, nettement plus grosses que celles de leur ancétre sauvage. Ces choux ne

pommaient pas, comme en témoigne le nom latin du borécole, Brassica oleraceavar. acephala, qui

signifie littéralement «chou sans téte du potager ». Ce serait versle ve siécle avant notre ere que cette
premiére variante du chou sauvage aurait pris saforme définitive. Puis, les golts changeants, on se prit
d'intérét pour le bouquet de jeunes feuilles tendres se trouvant au coeur du plant de chou et on se mit a
choisir de préférence les sujets chez qui cette caractéristique était bien dével oppée. Cette sélection
aidant, le chou pommé apparaitra autour du T * siécle de notre ére, et on lui donnerale nom de
Brassica oleraceavar. capitata, soit, littéralement, «chou avec téte du potager ». Au fil du temps, on
créera des variétés a pommes pointues, coniques, plates ou rondes, dont la couleur iradu blanc creme
au rouge pourpre, chacune donnant lieu al'apparition de spécialités culinaires local es(L aumonnier,
1978).

Le chou vert (Brassica oleracea) est une plante comestible de la famille des Brassicacées originaire du
sud-ouest de I'Europe. 1l sagit d'une crucifere bisannuelle dont les feuilles forment une téte compacte
ou «pomme ». Cependant elle est cultivée le plus souvent comme annuelle dans les exploitations
maraicheres, sa pomme ronde est ferme, bien serrée et entourée de peu de feuilles extérieures
moyennes. L'ensemble de |a plante est de couleur vert jaune, porté sur un pied court (Gubb, 1913
Trabut, 1935 : Maire, 1965 ; Ozenda, 1983; Greuter et al., 1989).

Facile a cultiver en raison de sa grande capacité d'adaptation au froid, Le chou vert se développe sous
les climats frais et humides. 1l redoute énormément la sécheresse alors que I'humidité représente le
facteur marquant de son développement. Le chou vert présente la particularité de réussir presque dans
tous les terrains. Cependant, dans |I'ensemble, ce sont les terres argileuses qui sont considérées comme
les plus favorables. Il redoute les sols acides qui sont al'origine des baisses importantes dans ses

rendements (Maire, 1965; Laumonnier, 1978; Greuter et al., 1989).



100

3.3. Travaux scientifiques antérieursdu chou vert:

Trés polyvalent, le chou se déguste aussi bien rpé en salade que cuit en ragodt, sans oublier |a célebre
choucroute préparée a partir de chou fermenté souvent utilisé comme accompagnement. |l se conserve
- bien et constitue ainsi un légume d'hiver de choix. En raison méme du caractere d'extréme variabilité
gue nous venons de signaler (on en connait 237 variétés dont seulement 80 sont inscrites au catalogue
officiel des variétés), le chou présente beaucoup d'avantages potentiel s sur la santé humaine

(pharmacol ogiques et thérapeutiques).

Comme nous I'avons si bien expliqué dans e chapitre précédent, Plusieurs études épidémiol ogiques ont
démontré qu'une consommation élevée de légumes et de fruits diminuait le risque de maladies
cardiovasculaires, de certains cancers et d'autres maladies chroniques (Lampe, 1999 : Bazzano et al.,
2003). Quelques mécanismes d'action ont été proposes pour expliquer cet effet protecteur; la présence

d'antioxydants dans les |égumes et les fruits pourrait y jouer un role.

En ce qui concerne les|égumes de lafamille des cruciféres tels que le chou, le brocoli et le chou-fleur,
des études épidémiol ogiques laissent penser que leur consommation réguliere pourrait contribuer a
prévenir certains cancers comme ceux du poumon, des ovaires et desreins (dans ce dernier cas chez la
femme) (Pan et al., 2004 : Brennan et al., 2005), et les maladies cardiovasculaires ainsi que des

propriétés antimicrobiennes (Hermann, 1989 : Beecher, 1994; F.ashey et Stephenson, 1999).

Par ailleurs, une étude a démontré qu'une consommation fréquente de cruciferes (plus de 30 fois par
mois) était associée a une plus faible concentration sanguine d'homocystéine dansle sang (Ganji et
K afai, 2004), un acide aminé constituant un facteur de risque de maladie cardiovasculaire lorsque sa
concentration est trop élevée (Guthikonda et Ilaynes, 2006). Enfin, une étude explorant lafonction
cognitive (par exemple, divers aspects de lamémoire) chez |es femmes &gées a démontré que celles qui
consommaient le plus souvent des cruciféres présentaient un déclin cognitif plus faible que celles qui

en consommaient e moins souvent, un résultat pour I'instant encore préliminaire (Kang et aL, 2005).

Une revue de lalittérature scientifique ainsi gu'une étude d'observation chez I'humain démontrent une
association entre une consommation réguliére de chou (au moins une portion par semaine) et une
diminution du risque global de cancer, tous types confondus (Verboeven et al., 1996), ainsi qu'un plus

faible risque de cancer du poumon (Vcrhoeven et al., 1996) et du pancréas (Larsson et al,2006).



101

D'autres chercheurs se sont penchés sur des composés spécifiques du chou, décrits ci-dessous, qui

pourraient contribuer a expliquer les bienfaits potentiels de ce légume sur la santé.

Des chercheurs ont étudié in vitro I'effet des composeés phénoligges de dix |égumes sur la croissance de
cellules cancéreuses humaines. Le mélange de composés phénoliques extraits du chou a démontré |'une
des plus fortes capacités a diminuer la croissance de ces cellules cancéreuses (Chu et ai,, 2002). Cet
effet a été surpassé seulement par les composés phénoliques de I'épinard. D'autres chercheurs ont

compare le contenu total en composés phénoliques de plusieurs variétés de chou. Le chou rouge sest

aveéré celui qui en contenait le plus, soit au moins le double comparativement aux autres variétés de
chou (Chun et al., 2004 : Singh et al., 2006). Chez I'animal, un extrait de chou rouge sest également
montré efficace pour protéger le cerveau contre le stress oxydatif, cette protection constituant un effet

antioxydant (Leeet al., 2002). En outre, des extraits de plusieurs espéeces de |lafamille des
Brassicaceae ont montré qu'ils peuvent avoir des activités contre divers organismes pathogéenes

particulierement les bactéries pathogénes (de Saraviaa et Gaylardeb, 1998).

L es substances fréquemment citées qui contribuent aux propriétés thérapeutiques des Brassicaceac
comprend les glucosinolates, les flavonoides, les composés phénoliques et |es anal ogues apparentés

(Herald et Davidson, 1983 : de Saraviaa et Gaylardeb, 1998 : Fasbey et Stephenson, 1999
Mithen et ai., 2000).

Glucosinolates, ce terme regroupe un ensemble de composeés principalement retrouveés dans les
|égumes cruciféeres, dont le chou (Kushad et ai., 1999). Les glucosinolates sont biologiquement
inactifs. Toutefois, lorsque I'aliment subit des transformations physiques (par exemple haché ou
mastiqué), les glucosinolates entrent en contact avec un enzyme présent dans I'aliment, appelé
myrolnase Les glucosinolates se transforment alors en molécules actives appel ées isothiocyanafes,
plusieurs de ces molécules contribueraient alimiter le développement du cancer (Conaway et al, 2002
Zhang, 2004). La cuisson du chou réduit I'activité de la myrosinase, diminuant la possibilité de
[ transforimer les glucosinolates en composés actifs dans I'organisme (Rouzand et al., 2004
Rungaparnestry et ai., 2006). Toutefois, la flore bactérienne intestinale peut également transformer les
[_glucosiholates en isothiocyanates (Johnson, 2002 ; Lund, 2003), ce qui pourrait compenser
partiellement |a perte d'activité de la myrosinase des aliments cuits. Le fait de bouillir le chou peut
| égalemént entrainer une perte importante de glucosinolates a travers I'eau de cuisson (Song et

Thornalley, 2006). L'idéal serait donc de le consommer cru ou légerement cuit, dans peu d'eau. Le
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Lamauve (M sylvestrisL.), lecardon (Cynara cardunculusL.) et le chou vert (Brassica oleraceal.)
sont soumises aux lois de la sélection naturelle, ce qui rend leur composition chimique dépendante et
variante suivant le milieu, le degré de maturité, le climat ainsi que d'autre différents facteur
écologiques. Lestrois especes de |égumes ont été achetées du marché local des fruits et Iégumes de
Tlemcen durant I'hiver 2006-2007. Au laboratoire, elles ont été tout d'abord lavées, séchées, coupées en
morceaux d'environ 1cm, étuvées a 60°C pendant au moins 24h puis stockées dans des bocaux en verre
atempérature ambiante et al'abri de lalumiere et de I'humidité jusqu'a utilisation ultérieure. Pour nos
différentes analyses chimiques, chaque manipulation est effectuée cing fois et les résultats obtenus sont

des moyennes exprimées en pourcentage de matiere seche.
1. Détermination de lateneur de la matiere seche (Twidwell et al., 2002 : Simpson, 1999):

Ladétermination de lateneur delaMS est effectuée par une dessiccation de la biomasse dans une

étuve isotherme au voisinage de 105°C jusgu'a une masse pratiquement constante.
1. Détermination de la teneur en matiere grasse (I SO 659, 1988):

L'extraction par solvant organique spécifique pour la détermination du taux de la matiére grasse (n-
hexane) est réalisée dans un appareil de type Soxhiet. Cette technique assure une extraction a chaud des
matieres grasses contenues dans un échantillon végétal solide placé dans une cartouche de cellulose et
imbibé continuellement par les vapeurs d'un solvant choisi en fonction de la polarité des principes
actifslipidiques a extraire. Elle a été effectuée selon laméthode |1 SO 659-1988,

Environ 10 g d'échantillon broyé de granulométrie inférieure a 0.5mm sont pesés dans le tube en
cellulose fermépar du coton cardé, et introduit dans un Soxhlet. L'extraction est réalisée par du n-
hexane (300 ml) porté areflux pendant 8h (réparties en 4h + 2h + 2h). Le sovant est ensuite éliminé

sous pression réduite a45 °C. Le taux de la matiére grasse est calculé par laformule suivante:

P P
MG(%) = X 100
ME
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P est |e poids du ballon vide. ME: masse de laprise d'essai.
P, : est e poids du ballon aprées évaporation. MG : taux de la matiére grasse.

3. Analyse delacomposition chimique des huiles par Chromatographie en Phase Gazeuse
couplée au Spectre de Masse (CPG/M S) (AOCS, Officiai Method Cc 2-66,1989):

En chromatographie en phase gazeuse (CPG), I'échantillon est vaporisé et injecté au sommet de la

colonne, |'éution est assuree par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile (Laverdiéreet al.,

1999).

L e principe de séparation repose sur une différence de répartition des composés d'un mélange entre
deux phases, la phase mobile et 1a phase stationnaire (imprégné dans la colonne). L es composants du
mélange injecté dans la colonne sont poussés dans celle-ci par |e gaz vecteur interagissent
différemment avec la phase stationnaire et de ce fait leur progression ne se fera pas ala méme vitesse.
Ce phénomene d'interaction provoque ainsi la séparation des constituants du mélange. Un systéme de
détection adéquate en sortie de colonne permet de créer un signal qui est enregistré sous forme de "pics

chromato graphiques’.

Lateneur des acides gras des huiles des trois especes de |égumes étudiées a été déterminée selon
AOCS Officiai Method Ce 2-66 (1989). La méthode d'analyse dés acides gras repose sur une réaction
de saponification de la fraction lipidique permettant de libérer des esters de glycérol. Les acides gras

sont ensuite substitués par un groupement méthyle (-CH3), ce qui les rend plus volatils.

3.1. Préparation des mhyl -estersdesacidesgras: |50 mg déchantilion sont mélangés avec 5 ml
du réactif BF3-méthanol (125 g de BF3 dansilitre de méthanol) et agiter le mélange pendant 2 min. On
agite encore Imin apres avoir gjouté 3 ml d'heptane et 15 s vigoureusement apres avoir gjouté 15 ml
d'une solution saturée de chlorure de sodium (NaCl). A lafin, une quantité suffisante de NaCl saturé
est additionnée afin que la solution d'heptane contenant les methyl-esters des acides gras vient flotter a
lasurface, et facilitera par la suite pour transférer | ml de la solution obtenue dans un tube avec une
petite quantité de sulfate de sodium anhydre (Na2 SO4) Maintenant, cette solution est préte pour étre

injecté directement dans le chromatographe.
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3.2. Analyse par laCPG/MS: les méthyl-esters des acides gras ont été séparés et identifiés par
CPG/MS. Les échantillons ont tout d'abord étaient filtrés (filtre de cellulose de 0.2 m) ensuite injectés
dans un chromatographe Shimadzu QP2010 équipé d'un injecteur diviseur, de colonne capillaire de

type CP-Wax (30 m * 0.32 mm * 0.5 jim).

3.3. Conditions opératoiresdela CPGIMS: gaz vecteur: Hélium (vitesse de 47 cm/s) ; température
de l'injecteur: 250°C ; programmation de température: de 60 a180°C a 20°C/min, de 180 a 230°C a
4°C/min et maintenu & 230°C pendant 15min ; injection: 21.tl mode split (1: 15) ; enregistrement du
spectre de masse: de 50 2400 amu a 3 scan/s ; mode d'ionisation: impact électrique (FI) a70 eV.
L'identification des acides gras a été réalisée en utilisant le NIST'98 (US National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, MD, USA).

4. Détermination delateneur en fibresalimentaires (Bruneton, 1999):

L e principe du dosage est base sur |a solubilisation des composés de fibres non cellulosiques par des
solutions d'acide sulfurique (y>s04y €t d'hydroxyde de potassium (KOH). C'est une méthode qui
utilise un extracteur des fibres brutes FIWE-VELP SCIENTIFICA (Fig 11.6.).

Figure 11.6. Extracteur desfibresbrutes (FIWE-VELP SCIENTIFICA).
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5. Détermination de lateneur en cendres (Audigie et Dupont, 1982):

Lateneur en cendres est conventionnellement le résidu de I'échantillon apres destruction de la matiére
organique par incinération. L e principe consiste en une calcination au bec benzene de I'échantillon
jusqu'a apparition d'une fumée noire, puis en son incinération dans un four a moufle a une température

de 600C° jusqu'a ce que les résidus deviennent blancs au refroidissement.
6. Détermination des sucres totaux (Dubois et al., 1956):

L e dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de phénol | acide sulfurique. Cette derniére

nécessite une hydrolyse acide qui permet la rupture de toutes les liaisons glucidique dans le polyoside.

L e principe du dosage se base sur |la condensation des produits de déshydratation des oses (dérivés
sulfuriques) avec un chromogene qui est le phénol. A ce moment, ils se forment des chromophores de
couleurs jaunes- orange, leur apparition est suivie en mesurant |'augmentation de la densité optique a
490 nm. Lateneur des sucres est exprimée en 1g! ml (converti en gll) dec D (+) glucose a partir d'une

courbe d'éalonnage (Voir annexe).
7. Dosage des protéines totales (Kjeldahl, 1883):

Pour déterminer |a quantité des protéines contenue dans notre échantillon, on a procédé par un dosage
del'azote total par la méthode de KjeldahL Cette derniére seffectue en trois phases. minéralisation,

distillation et titration.

Laminéralisation se réalise dans un minéralisateur (Fig 11.7.b) et consiste alatransformation a chaud
de I'azote organique contenu dans le matériel biologique en sulfate d'ammonium sous I'action de I'acide
sulfurigue. Il est recommandé d'gjouter d'une part des adjuvants de nature forte tels que les oxydants et
les réducteurs métalliques afin d'accél érer cette opération, et d'autre part un catalyseur qui est un

mélange de sélénium, de sulfate de cuivre et de potassium (15 g de K2S04 + 5 g de CuSO,4 + 5 gde

sélénium)



Ladistillation est une libération de I'ammoniac retenu dans |'acide sulfurique par I'action de la soude
concentréee a 35 %. Le distillat est ensuite recueilli dans de I'acide sulfurique 2 0.1 N avec quelques
gouttes d'un indicateur colore (indicateur de Tashiro). Cette phase est réalisée dans un distillateur de
type BUCHI K-314 (FigI1.7.a). Enfin aprésladistillation, la solution obtenue est titrée avec de la
soudea 0.1 N jusqu'a obtention de la couleur initiale de I'indicateur de Tashiro;

(a)

Figure 11.7. Distillateur BUCHI K-314 (a), Minéralisateur (b).
Dans lamagjorité des cas, a 100 g de protéines correspondent 16 g d'azote, pour cela, on utilise un
facteur de conversion (F = 100/16 = 6.25) pour convertir le résultat du taux d'azote total en taux de

protéines totales ou brutes.

% Protéinestotales = %Azotetotal (NT) x 100/16 = % NT X 6.25

8. Dosage de I'azote protéique (Manolkidis et al., 1970):

Ladétermination de I'azote protéique est effectuée par la méthode de précipitation des protéines par
une solution d'acide trichloroacétique (TCA). Lafarine de I'échantillon est traitée par le TCA, le
mélange est filtré. Le culot obtenu est constitué uniquement de I'azote protéique. 11 est dose par la

méthode de Kjeldhal. Laquantité d'azote protéique trouvée (Np %) est soustraite de I'azote total  (NT

%) afin de quantifier I'azote non protéique (NNP %).

NNP(%)=NT(%)- Np (%)
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9. Dosage des acides aminés totaux (Moore et al., 1958):

L es acides aminés individuel s sont obtenus par hydrolyse acide (HCL). Apres injection de
I'échantillon sur colonne échangeuse de cations, les acides aminés libres sont séparés et élus par
passage successif de tampon a pH croissants. Les acides aminés réagissent alors avec de la ninhydrine
pour former des composeés colorés dont la détection est faite en 2 longueurs d'onde différentes. L1
570 nm et L, = 440 nm. Les acides aminés sont déterminés par un analyseur automatique type
Mikrotechna AAA 881 (Model 118/119 CL, Czech Republic) (Figure 11.8.).

/
I I I R £

1
| . Boites dc solutions 7 : Colonne
2 :.Systéme de pipetage des soiutin. 8 : Thennstat.
3 : Mesure du débit des solutions 9 : Réacteur capillaire..
4 : Pompe triplet 10: Photoméir
5: Alnortisseur de pression I:
6 : M nom.étt, 12: Enregistreur automatique
13 : Réservoir dela solution
‘ninhydrine

Figure 11.8. Schéma d'un analyseur automatique type Mikrotechna AAA 881.
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L'identification des acides aminés est effectuée al'aide d'un acide aminé témoin. La mesure de la
guantité de chague acide aminé est réalisée en comparant la surface du pic de chague acide aminé avec

celle du pic de I'acide aminé témoin (Voir annexe: aminogramme des étalons).

10. Estimation de la valeur nutritionnelle des protéines:

De nombreuses méthodes biol ogiques et biochimiques ont été proposées pour estimer la valeur
nutritionnelle des protéines végétal es. Elles ont été discutées par plusieurs auteurs en bibliographie
(Bodwell, 1977 : Satterleecet al. 1979 . Vijayakumari et al., 1997 ; Charrondiere et al, 2004
Guptaet al., 2005; Odhav et al., 2007).

L es méthodes biol ogiques sont colteuses, longues a mettre en oeuvre, demandent des quantités
importantes d'échantillons et leurs résultats sont rarement transposables d'un produit a un autre. Or,
I'industrie alimentaire a besoin de méthodes simples, reproductibles, peu colteuses, rapides et qui
peuvent étre appliguées a une grande variété de produits. C'est pour cette raison que de nombreux
travaux ont été effectués pour essayer d'apprécier cette valeur nutritionnelle au moyen de méthodes

plus adaptables aux analyses de routine.

Lacomposition globale en acides aminés est assez constante d'une espece a une autre malgre des
variations considérables de teneur en protéines. Ceci reflete vraisemblablement le fait que les protéines
veégétales constituent |'appareil photosynthétique et que leurs fonctions mais aussi leurs structures

varient peu d'une espéce végétale a une autre.

Puisgu'il est bien établi que la valeur nutritionnelle d'une protéine végétale dépend essentiellement de
sa composition en acides aminés et notamment en acides aminés indispensables, il est normal que

plusieurs méthodes ce soit basé sur ce critere.

10.1. Indice basé sur I'acide aminé limitant: I'indice chimique (chemical score) de Mitchell et Block
(1946) repose sur I'idée que I'absence totale d'un acide aminé indispensable a pour conséquence

I'indisponibilité complete de la protéine alimentaire pour la synthése des protéines corporelles.



La composition de la protéine en acides aminés exprimeés en gramme pour 16 g d'azote est comparée a
celle d'une protéine de référence (protéine de I'oeuf entier), dont d'une part les acides aminés
indispensables sont entierement disponibles et d'autre part les autres acides aminés ont prouveés la

capacité d'assurer la croissance optimale du rat.

On calcule lateneur de chaque acide aminé indispensable de notre protéine par rapport a celle de
I'acide aminé correspondant de la protéine de référence. La plus faible de ces teneurs est retenue
comme indice chimique. Cet indice dépend uniquement de la teneur en acide aminé indispensable

limitant et ne prend en compte ni la disponibilité des acides aminés ni les éventuel s exces par rapport

aux besoins.

Commeil a été indiqué précédemment, la valeur nutritionnelle des protéines dépend aussi de I'équilibre
des acides aminés indispensables. |l existe un autre mode de calcul de I'indice chimique tenant compte
de la participation de chague acide aminé indispensable al'apport total des acides aminés
indispensables. L'indice est définie, pour |'acide aminé limitant (exprimeé en % de la somme des acides
aminés indispensables) comme le rapport de la valeur trouvée dans la protéine étudiée ala valeur

correspondante pour la protéine de I'oeuf (protéine de référence) (Viroben et Bertrand, 1985).

10.2. Indice prenant compte tousles acides aminésindispensables: pour améliorer I'exactitude des
méthodes de prévision de la valeur nutritionnelle, il faut considérer d'une part que les acides aminés
indispensables sont utilisés dans des processus métaboliques autres que la synthése des protéines, et
d'autre part, que tous les acides aminés nécessaires doivent étre disponibles al'endroit et au moment
précis ou seffectue la synthese des protéines. Il sSensuit que I'utilisation d'une protéine n'est pas
restreinte par la seule déficience d'un acide aminé particulier et que tous les acides aminés

indispensables doivent étre pris en compte.

L'indice d'Oser (1959) est basé sur I'idée que la probabilité pour tous |es acides aminés indispensables
d'étre disponibles au niveau du site de synthése des protéines est une fonction de leur produit et non de
leur somme. La protéine de référence est ici I'oeul comme dans le "chernical score" de Mitchell et

Block. L'indice est |a moyenne géométrique des rapports de chaque acide aminé indispensable dans la



protéine a savaleur correspondante dans celle de I'oeuf. Chaque rapport étant au minimum égal al et
au maximum égal a 1% | e nombre d'acides aminés indispensables a prendre en considération peut
varier selon I'espéce alaguelle la protéine est destinée (Viroben et Bertrand, 1985).

-
% Acide aminé étudie % Acideaminé étudieé |

E.AA.indice=] X oo X . x 10
Acide aminéréférence % Acide aminér éférence

Pour une étude plus approfondie, il existe aujourd’hui d'autres critéres pour estimer laqualité
nutritionnelle des proténes notamment le degré d'hydrophobicité ou de polarité des protéines (Dinev et
al., 1995). Dans ce cas lesrésultats du degré d'hydrophobicité des protéines sont exprimés par la

formule suivante:
ilydrophobicité desprotéines(HPS) =  Aahydrophobes/Aa totaux
11. Dosage de I'activité del'inhibiteur trypsique (Kakade et al., 1969):

Laméthode la plus largement utilisée pour déterminer |'activité de I'inhibiteur trypsique a été
développé a partir de la méthode de Kunitz (1947) danslaquelle I'nydrolyse de la caséine par la
trypsine est mesurée par spectrophotométrie en présence et en absence de I'inhibiteur trypsique

(Charpentier et Lemmel, 1984).

Erlanger etal., (1961) ontintroduit I'utilisation d'un substrat synthétique, benzoyl arginine-p-
notroanilide (B A PN A ) alaplace delacaséine. Un travail de Kakadeet al, (1969) amontre quela
methode utilisant le B A PN A savérait intéressante a cause de sa simplicité et de sa précision

(Charpentier et Lemmel, 1984). Une étude collégiale réalisée par le Comité d'Analyse de I'inhibiteur
Trypsique de Soja (Kakadeet al., 1974 , Rackis, 1974) aabouti a plusieurs modifications de la

technique, visant aaméliorer alafois saprécision et sareproductibilité (Charpentier et Lemmel,

1984)

Hamerstrand et al., (1981) ont ajoutés d'autres modifications qui produisent une teneur d'inhibition
trypsique dans une marge d'inhibition de 40 & 60 %, alors que Lehnardt et Dills (1982) ont montré que

113
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12. Tests phytochimiques (M ode opératoire voir annexe):

Nos échantillons ont été soumis aux tests phytochimiques. Au cours de ces derniers, trois solvants
d'extraction de polarités différents (eau, éther diéthylique et I'éthanol) sont employés. La méthode
d'extraction consiste a porter |'échantillon de la plante au reflux de I'un des solvants cités ci-dessus

pendant 1h. Cette technique permet d'extraire toutes les familles de composés chimiques présentes

dans la plante étudiée (Figure 11.9.).

Matériel biologique
Epuisement
y . i \ 4 4
Ethanol . & Eau chaude ‘ Ether diéthylique
A4 é’ l
Extrait éthanolique Extrait aqueux Extrait éthérique 1
| |
AL caloides Tanins Alcaloides
Tanins Alcaloides
Flavonoides

Figure11.9 Diagramme destests phytochimiquesréalisés sur le cardon, la mauve et le chou vert.
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13. Dosage des phénolstotaux (Singleton et al., 1999):

L es phénols totaux ont été déterminés par spectrophotomélrie UV-Vis, par laméthode Folin
Ciocalteu. Briévement, on a additionné a 1 ml de ['extrait dilué avec de I'eau distillée 10 ml dela
solution de Na,CQO3, incubés a 38°C dans un bain marie pendant 10 mm, ensuite | ml du réactif de
Folin Ciocalteu aété ajouté al'ensemble, aprés 30 MM, |'absorbance a été mesurée 660 nm contre un
T blanc sans extrait. La quantification des phénols totaux a été faite en fonction d'une courbe
d'étalonnage linéaire réalisée par un extrait d'étalon d'acide gallique a différents concentrations dans
les mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimeés en g équivalent acide gallique par

100 g du poids sec de I'échantillon (Voir annexe).

14. Rendement massique:

14.1. Rendement massique destanins (Bruneton, 1999): 10 g de matériel végétal broyé en présence
de 180 ml d'eau distillée et 100 ml d'acétone; I'ensemble est porté a une macération afroid (4°C)
pendant 4 jours. Filtrer et extraire la solution deux foisavec 50 ml de dichiorométhane afin d'éiminer
les pigments et les lipides. Décanter et extraire la phase aqueuse quatre foisavec 50 ml d'acétate

d'éthyle (AcOEt).Sécher 1a phase organique avec MgSO 4 ensuite évaporer le solvant a sec.

14.2. Rendement massique des flavonoides (Dauguet et Foucher, 1982): 20 g de matériel végétal
dans 200 ml de méthanol (MeOH) bouillant en présence de 10 g de CaCO ;. L'ébullition est maintenue
sous refrigérant areflux pendant | heure. Apres filtration, le dépot est traité a de nouveau pendark
heure a ébullition dans la méme quantité d'alcool Les deux solutions alcooliques sont réunies, clks
sont éliminées par distillation sous pression réduite et le résidu sirupeux est repris par 100 ml d'eau
distillée bouillante. La solution aqueuse est filtrée a chaud et le filtrat épuisé successivement par |'éther

diéthylique, I' AcOEt, et le n-butanol (BUOH) tous les composeés flavoniques se retrouvent daiis

I'extrait AcOEt.

14.3. Rendement massique des alcaloides (Bruneton, 1999): 10 g de matériel vegétal en présence
de 250 ml dHCL a2 % et 110 ml AcOEt. L'ensemble est porté a une macération afroid (4°C) pendant
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10h. Filtrer le mélange et basifier la phase agueuse acide avec NH ,0H. La phase aqueuse basique est
T ensuite extraite plusieurs fois avec I'AcOEt. L'opération est répétée deux fois avec I'AcOEtL. Jusqu ace

gue la phase aqueuse ne contient plus d'alcaloides (ce qui peut ce vérifier aisément par la négativité de
T réaction de Mayer effectuée sur la phase aqueuse). L e solvant rganique contenant |les alcal oides est

décompté, débarrassé des traces d'eau qu'il peut renfermer par déshydratation sur MgSO4. Evaporer le

T solvant et il reste alors un résidu sec des alcal oides totaux.

14.4. Calcul du rendement: le poids de I'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du

ballon plein et le poids du ballon vide (rendement massique).
15. Dosage destannins condensés (test dela vanilline avec H2S04) (Swain et Hillis, 1959):

Ladétermination du taux de tannins condensés est basée sur la condensation des monomeres

catéchiques avec lavanilline en milieu acide. |1 est réalisé par le test de vanilline avec 50,4 Cette

méthode a été proposée par Swain et huis (1959).

16. Dosage destannins hydrolysables (Chlorureferrique) (Mole et Water man, 1987):
Cette méthode est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange de I'extrait tannique
avec le réactif chlorure ferrique FeCl s/HC1 provoque la coloration rouge violette du complexe, d'ou la

formation, desions Fe® .
17. Dosage desflavonoides (Jiaet aL, 1998):

Prendre 10g de matériel végétal en présence de 200 ml de MeOH, I'ensembl e est passé dans |'appareil
de Soxhiet pendant 24h, ensuite on procede a une filtration. 0.25 ml de I'extrait méthanolique a 80 %
T est dilué dans 1.25 ml d'eau distillée puis 75 xI deNaNO, a5 % sont gjoutés. Le mélange est laissé a
température ambiante pendant 6 min, puis on gjoute 150 ffl d'’A1C13 A0 %. Le mélange est laissé
pendant 5 min atempérature ambiante Ensuite 0.5 ml de NaOH 1M est additionne et gjuste le volume
avec de l'eau distilléesjusqu’ & 3 ml. Enfin la solution est bien mélangée et |'absorbance est mesurée

T immeédiatement contre un blanc 4 510 nm en comparaison avec la préparation standard de
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concentrations connues de catéchine. Le résultat est exprimé par mg de catéchine équivalent/100 g
poids sec de |'échantillon (Voir annexe).

18. Identification par chromatographie sur couche mince:

Apres lamise en évidence des différentes familles de composés, dans les parties étudiées de la plante
(tiges et feuilles), nous avons ciblé les familles qui sont prépondérantes dans cette derniére. Cette étape
consiste a extraire les quel ques familles de composés selon des méthodes d'extractions sélectives et a
calculer leur rendement massique. Cette opération est suivie d'une purification des extraits par une

méthode chromatographique (Chromatographie sur couche mince C.C.M.).

L'extraction est un procédé chimique qui permet de séparer un compose d'un mélange ou d'une
solution. Le meilleur solvant a utilisé est celui dans lequel e compose a extraire est tres soluble. Une
succession d'opérations peut étre nécessaire avant que le composeé ne puisse étre isolé par distillation ou

par évaporation du solvant.

L'isolement d'une substance naturelle ou synthétique nécessite souvent une extraction avec un solvant

organique ou minéral. Il y aen général deux types d'extraction:

- L'extraction liquide-liquide continue et discontinue.

- L'extraction solide-liquide continue et discontinue.

L 'extraction solide-liquide discontinue est I'extraction qu'on a utilisée dans nos différentes analyses.
C'est une macération (procédé discontinu) qui consiste alaisser tremper le solideriansun ot &
froid ou atempérature ambiante, pour en extraire les constituants solubles. Aprésfiltration, le résidu

peut étre remis dans | e récipient d'extraction avec une nouvelle portion de solvant. Au besoin, le

processus est répété plusieursfois.

La chromatographie sur couche mince est utilisée a chaque étape pour le suivi et le controle des
purifications, les chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence et I'état de
pureté des produits suivis. La C.C.M. est essentiellement une chromatographie liquide exécutée sur une

couche de particules d'une substance polymeérisée immobilisée sur un support planaire (Y rjonen,
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2004). Lesanalyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des plagues de
Silicagel 60 F2s4 (Merck) ; 0.25 mm, sur support rigide en verre; 20/20 cm.
Dans notre cas, les systémes de solvants pour Les différentes classes de composes sont les suivants (les

proportions sont données en volume et ils sont classés par polarité croissante):

Toi / ACOEt / MeOH (80: 18 :2)
HCC13 | MeOH (90: 10)
ACOEt | MeOH / 1-120 (100: 13.5: 10)

Aprés dével oppement dans une cuve en verre et sechage, L'observation des CCM seffectue en lumiére
visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et, dans certains cas, apres révélation par les réactifs
appropriés. L'utilisation de différents réactifs permet de rassembler judicieusement les fractions

récoltées suites aux différentes chromatographies. Les réactifs utilisés pour le présent travail sont
décrits en annexe.

Protocole d'extraction (Macheix et al., 2005) : elle sefait selon |es étapes suivantes:

Matériel biologique

Filtration

Extraits réunis

Extrait aqueux

Acétate d'éthyle Phase aqueuse
Phase acétate d'éthyle n. butanol
Repris avec 3m! — /
de méthanol

r =3 rmli n.b |
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19. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode du 2,2 diphenyF-1- pycrylbydrazyl
(DPPH) (Brand-Williams et ai,, 1995) :

L e pouvoir antioxydant de nos extraits a été testé par |la méthode du DPPH avec quelques
modifications. Le DPPFI est un radical coloré commercial trés commode pour une premieére estimation
de la capacité d'un antioxydant a transférer des atomes H labiles vers une espéce radicalaire. Un
antioxydant peut étre caractérisé par sa stoechiométrie n c'est-a-dire le nombre de radicaux DPPH
piégés (réduits en diphénylpicrylhydrazine) par molécule d'antioxydant. Ainsi |'antioxydant peut étre

considéré comme une source de n atomes H labiles (Figure 11.10.).

En

}}ipheuyl@im‘y*lhy(h‘azy}_ (radical libre) Dil)heuYIPierYIhYdflizY| (non radical):

Figure 11.10. FormeLibreet réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

Quand laréaction de transfert d'atomes H d'un antioxydant polyphénolique vers le DPPI-I est suivie par

spectroscopie UV-visible, deux étapes peuvent étre genéralement distinguées:

- une premiere étape durant laquelle le declin de Pabsorbance visible du DPPH ..., 515 nmdans
MeOH) est rapide (1 & 3 MM) du fait du transfert des atomes H les plus labiles (ex: OH d'un

noyau catéchol ou 1,2 dihydroxybenzéne)
- une deuxieme étape durant laquelle |'absorbance visible du DPPH décroit lentement jusqu'a une

valeur constante (10 a30 mm), ce qui refléte I'activité résiduelle des produits d'oxydation-

dégradation formeés lors de |'étape rapide.

19.1. Préparation de lasolution de DPPH: le DPPH (C 151 ;;N50g ; Mr : 394.33) est solubilisé dans

du MeOH absolu pour en avoir une solution de 0.2 mM.
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19.2. Solution d'extrait: pour le test les échantillons ont été préparés par dissolution dans du MeOH
T absolu. Pour tous les extraits, on prépare des solutions dans du MeOH absolu araison de | mg/ml. Ces
solutions dites solutions meres, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations

de I'ordre de pg/ml.

19.3. Essai au DPPH: dans des tubes secs et stériles, on introduit 2.5 ml dela solution atester, on
gjoute 1 ml de la solution de DPPH fraichement préparée (du jour méme). Aprés agitation au vortex, les
tubes sont placés a l'obscurité et ala température ambiante pendant 30 min. Pour chaque concentration,
letest est répété troisfois. Lalecture est effectuée par |la mesure de !'absorbance a 518 nm par un
- spectrophotomeétre UV-visible. Pour chagque dilution, on prépare un blanc, constitué de 2.5-ml dela
solution atester additionné de 1 ml de MeOH.
Le contrdle négatif est compose de | ml de la solution méthanolique au DPPH (0.2 mM) et de 2.5 ml
de MeOH. Le contréle positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard, |'acide
ascorbique et le Trolox (6 hydroxy-2, 5, 7, 8 tétraméthylchroman2carboxylic acid "C 3,H 1504™).

19.4. Expression desrésultats: pour obtenir la concentration efficace (EC 5,) qui réduit la
concentration initiale de DPPH de 50 % aussi bien que la puissance antiradicalaire (ARP égale a
1ECs0) (Hellerovaet al., 2003), lesrésultats sont exprimeés en activité antioxydante. L'activité
7 antioxydante, qui exprime les capacités de piéger le radical libre est estimée par le pourcentage de
décoloration du DPPH en solution dans le MeOH. L'activité antioxydante est "AA%" est donnée par

laformule suivante:

AA% = 100  (g(abstest — ADSDIanc)><1001 | AbSeonyroi (L €itao et al., 2002).

Ou encore:
Inhibition % = (AbScontroi - AbStest) t ADbSeontroi * 100 (Wang et al., 2002).

Avec: AA: Activité Antioxydante et Abs: Absorbance alalongueur d'onde de 518 nm.

Lavaleur ECy, appelée aussi 1050 a été déterminée pour chague extrait. Elle est définie comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50 % de I'activité de DPPH, c'est aussi la concentration
de I'échantillon exigé pour donner une diminution de 50 % de I'absorhance de la solution contréle
constituée de MeOH et de DPPH. Les valeurs de I'EC s, moyennes one été cal cul ées par les régressions
linéaires des trois essais séparés ou |'abscisse est représentée par |a concentration des composés testés

et I'ordonnée par I'activité antioxydante en pourcentage (Mensor et al., 2001).
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1. Teneur en eau:

L'humidité est un indice trés important, il donne une idée sur la qualité du produit végétal. Les légumes
sont connus pour leur richesse en eau et I'analyse de la teneur en eau de la mauve, du cardon et du chou
vert a confirmé cette affirmation, elles sont estimées aenviron 82.5 Yo, 85% et 92.3% respectivement,

ce qui représente plus des deux tiers (2/3) du poids total chez lestrois |égumes.

Cette richesse en eau entraine deux consegquences : d'une part, ceci permet aux trois légumes d'utiliser
au maximum leurs composés chimiques solubles, et d'autre part, elle ne leur permet pas d'étre stockés
along terme a cause du risque de développement de certains microorganismes qui peuvent altérer leur
gualité organoleptique et nutritionnelle. De ce fait, ils doivent ére comme tout les |égumes conservés

au froid et consommeés dans les plus brefs délais.

En comparant ces trois teneurs avec celles de quelques |égumes étudiés par  Fachmann et Kraut
(1995) et illustréesdansla figure11.11, on remarque que nos trois légumes présentent des valeurs

comprises entre celle de la pomme de terre (77%) et celle du concombre (96.3%).

Lesrésultats de Fachmann et Kraut (1995) confirment nos résultats surtout pour le cardon et le chou
vert. Puisque I Tartichaut (Cynara scolymus) qui appartient ala méme espéce que le cardon, et le chou
fleur (Brassica oleracea Var. botrytis) appartenant ala méme espéce que le chou vert ont des teneurs

en eau de 85% et 91% respectivement, ces dernieres sont comparables voir méme égales a celles de

nos échantillons.
2. Compositon chimique:

Les végétaux n général et leslégumes en particulier, qui poussent spontanément aux endroits qui leur
conviennent le mieux, permettent de disposer d'un éventail considérable de composants alimentaires a
savoir les constituants énergétiques (protéines, lipides, glucides) et |es constituants non énergétiques

(fibres alimentaires, minéraux, micronutriments) (Croteau et al., 2000).
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Comme pour les métabolites primaires et pour les métabolites secondaires, la liste de ces substances est

T tres longue. Pour cette raison on sest limité a détailler les différents nutriments étudiés dans notre

présent travail.

Figure 11.11. Teneursen eau de quelques légumes (Fachmann et Kraut, 1995).

Les éléments qui caractérisent la valeur alimentaire d'un produit et qui sont nécessaires pour le calcul

delavaleur nutritive tels que les protéines, les fibres alimentaires, la matiére grasse, les sucres totaux et

lamatiére minérale ont été analysés. Le tableau IL1. présente les résultats de ces composés chimiques

exprimés en % de MF.

Tableau 11.1. Composition chimique en (%) de matiére fraiche (MF).

Composés chimiques Cardon Mauve Chou vert
Protéines totales 2.83 5.70 1.62
Protéines pures 242 4.31 0.94
Fibresalimentaires 1.67 1.62 0.82
Matiéregrasse 0.36 0.53 0.20
Sucres totaux 1.99 1.26 3.05
g Matiere minérale 1.73 2.10 0.71
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L es variations dans la composition chimique de nos trois |égumes sont plus marquées quand on
extrapole les résultats de la composition chimique de laMF alaMS. La composition chimique du
cardon, de lamauve et du chou vert exprimée en % de laMS est représentée dansle tableau 11.2.

Tableau 11.2. Composition chimique en (%) de matiére seche (MS).

Composés chimiques Cardon Mauve | Chou vert
Protéinestotales 22.66 31.35 18.15
Protéines pures 19.13 23.94 10.45
Fibresalimentaires 11.62 10.86 09.13
Matiéregrasse 01.25 02.63 01.30
Sucrestotaux 14.28 24.98 33.95
Matiére minérale 12.40 15.52 07.90
Substances extr actibles non azotées 46.28 57.18 35.13

A partir du tableau 11.2. on peut tirer une constatation concemant la valeur alimentaire de nostrois
Iégumes en se basant sur leur taux de substances extractibles non azotées. Ce taux est un indice ou un
critére qui nous permet d'avoir une idée sur la qualité alimentaire d'un produit végétal, puisque celui du
cardon et de lamauve est supérieur & 4570 et 56%o respectivement. Par ces résultats on peut dire quela
mauve et le cardon ont une valeur alimentaire moyenne mais qui reste convenable par rapport a celle
du chou vert (35.13%). Cependant pour étre plus conscrit dans |'estimation de la valeur alimentaire de
Nos trois especes de légumes, il est recommandé de compl éter ce travail par une analyse
complémentaire de leurs vitamines et de leurs différents mir éraux. Pour une meilleure compréhension
de cesresultatsillustrés dans les tableaux 11.1. et 11.2. nous avons préféré analyser et détailler chaque

Compose chimique a part
2.1 Teneur en matiéres azotées (protéines):

Parmi les différents nutriments, les protéines tiennent une pl ace particulierement importante dans notre
diMentalion. En effet, pour toutes les especes animales ainsi que I'hnomme, |e besoin en protéines est
élevé il représente 12 a 15 % de la matiere seche du régime alimentaire suivant I'espéce et I'état
PhY siologique. Ces protéines sont de valeur biologique trés 'variable. Elles sont fournies essentiellement
Par les graines de céréales et des |égumineuses et, a un moindre degré, par |es organes de réserves

(racines et tubercules) et par I'appareil végétatif des plantes (rotéinesfoliaires) (Tableau 11.3.).
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Tableau 11.3. Teneursen protéines de différentes espéces végétalesen % dela matiére séche
(Nagy et al., 1978).

Nom latin Nom francais Teneur en protéines (%)

Coriandrum sativum Coriandre - 61
Amaranthus gangeticus Amaranthe 58
Cucurbita maxima Potiron 35

Manihot esculenta Manioc 24— 32
| pomoea batatas Patate douce 27
Brassica chinensis Chou chinois 26
Brassica oleracea Chou fleur 24
Glycine max Sja 24

Musa pardisiaca Banane 19-21
Lactuca sativa Laitue 21

Medicago sativa Luzerne 1622

Depuis que les savants du siecle dernier se sont penchés sur la nutrition, tout le monde en est venu a
penser: protéine = viande ou alalimite = oeufs ou fromage. Aujourd'hui, les choses prennent une autre
tournure, les protéines végétales font I'objet d'une nouvelle discipline, non seulement parce qu'elles
sont plus rentables mais parce qu'il Sagit de protéines qui peuvent compléter et équilibrer, en acides

aminés, les protéines animales (Rémesy, 1996).

En outre lorsgu'on parle de ces métabolites que contient un aliment, on en considere d'abord leur
teneur, c'est-a-dire la quantité par rapport a un poids donné de I'aliment (en générale 100 g) (Couplan,

1992) ensuite, leur qualité. Cette derniere se décompose en deux parametres:

* Ladigestibilité de la protéine, qui donne un indice de la biodisponibi lité des acides aminés;
* et lavaleur biologique (invivo) qui reflete I'efficacité d'utilisation de ces acides aminés

absorbés (Kies, 1981, Mariotti et Tomé, 1999).

Parallélement, les progres conceptuels amenent a définir la qualité d'une protéine comme son aptitude
acouvrir les besoins en azote et en acides aminés. (Young et al., 1984, Har per et Yoshimura, 1993).

L 'accent est mis sur I'importance critique du besoin en acides aminés indispensables pour assurer un
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renouvellement des protéines corporelles Mariotti et Tomé, 1999). Les proténes végétales dont il est
question sont, pour la plupart, carencéesen un ou plusieurs acides aminés essentiels dits facteur

limitant, et sa concentration relative détermine la valeur de I'indice chimique.

Selon Viroben et Bertrand (1985), cet indice esi définie, pour |'acide aminé limitant, comme étant le
rapport de lavaleur trouvée dans la protéine étudiée alavaleur correspondante pour celle de référence

qui a été propose par la comité d'expert de laFAO et de I'OMS: il Sagit de la protéine de I'oeuf
(albumine).

Néanmoins, la capacité de ces macromolécules a couvrir notre besoin en acides aminés indispensables
n‘empéche pas d'apprécier leur impact sur la santé. Certains auteurs suggerent qu'une restriction

protéique qui limite les divisions cellulaires, serait favorable pour éviter la mutagenése et par laméme
certains risques de cancer (Youngman, 1993). Par ailleurs, il aaussi été indiqué qu'un exces de
protéines pouvait étre al'origine d'une acidose |égére mais chronique qui pourrait favoriser les
phénomeénes dégénératifs (Frassetto et ai, 1998). De nombreuses éudes confirment, sans équivoque,
gue I'exces de protéines dans | e corps favorise |'ostéoporose, car |'organisme est alors obligé de prendre
du calcium pour éviter une suracidification du corps. De plus, la capacité du rein aéliminer les
protéines alimentaires est trés limitée. 11 est donc clair que la qualité des protéines que recoivent nos

cellules a non seulement des répercussions sur le bon fonctionnement de notre organisme, mais aussi

sur son éventuel déréglement.

a- Teneur en azote total, protéique et non protéque:
La mauve peut étre considérée comme une véritable source de protéines. Puisque les résultats obtenus

lors du dosage I'ont bien confirmé (Figure 11.12.).

B Protéines totales:
Protéines pures

Cardon Mauve Chou vert

Figure11.12. Teneurseu (%) desprotéinestotaleset desprotéines pures.
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Lamauve détient lateneur laplus élevée avec 31.35% MS pour les protéines totales et 23.94% MS
pour les protéines pures. Lorsgu'on compare ces résultats et ceux du cardon avec ceux de la
bibliographie (Gupta et Wagle, 1988 : Mosha et Gaga, 1999 : Singh et al., 2001), on peut affirmer
que la mauve et le cardon peuvent étre classés parmi les [égumes riches en protéines comme le
coriandre (22.2% MS), le navet (22.3 %o MS), la patate douce (25.6% MS), I'épinard (26.5% MS) et le

chou fleur (29.9% MS).

SML D Azotetotal
la Azote protéique
D Azote non protéique

Cardon Chou vert Mauve

Figure 11.13. Teneursen (%) d'azotetotal, protéique et non protéique.

Dansla figure 11.13. sont regroupées les teneurs en azote total, protéique et non protéique dans le

cardon, lamauve et le chou vert.

Laremarque essentielle qui ressort de ces résultats concerne la comparai son entre les protéines totales
et les protéines pures des trois |égumes. La différence entre les protéines totales et protéines pures est
trés faible chez le cardon par rapport aux deux autres légumes. En effet |e rapport entre I'azote
protéique et I'azote total est de 0.95 pour le cardon et il est de 0.25 et 0.42 pour la mauve et le chou vert
respectivement. Donc on peut dire que |'azote total du cardon est presgue entiérement constitué d'azote
protéique. Cette affirmation est tres intéressante de point de vue qualité des protéines du cardon,

puisgue ce paramétre peut étre un indicateur préliminaire de la valeur nutritionnelle du produit végétal.
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b- Composition en acides aminés.

Lateneur en acides aminés est exprimée en fonction des protéines totales et de la matiére seche. Leurs
numérotations dans | e tableau respectent leur ordre d'élution. La figure 11.14. présente le profil des
teneurs des acides aminés totaux du cardon, de lamauve et du chou vert. Dix-sept acides aminés ont
été détectés chez nos trois espéces de |égumes dont sept acides aminés essentiels a savoir méthionine,

isoleucine, leucine, lysine, thréonine, phénylalanine et valine.

Lorsgu'on analyse les résultats de lafigure 11.14. on remarque tout d'abord qu'il n'y a pas de différence
notable dans les profils de la composition en acides aminés totaux non seulement entre Nnos trois
espéces de |égumes mais aussi avec les différentes especes végétales étudiées en littérature (Nagy et al
., 1978; Pirie, 1980; Gupta et Wagle, 1988 ; Vijayakumari et al., 1997 ; Dini et al., 2008).

Cette similitude des profils de la composition en acides aminés dans le régne végétal sexplique par,
d'une part, la présence d'une grande quantité de protéines généralement fonctionnelles qui se
ressemblent structurellement, et d'autre part, par |a présence de faibles quantités d'enzymes spécifiques
a ces protéines végétales et donc influencent peu la composition en acides aminés. Il existe un autre
élément qui peut intervenir dans cette ressemblance, il est purement technique puisgu'il Sagit dela
méthode utilisée dans la détermination des acides aminés qui est toujours laméme et utilisant un

analyseur automatique.

L'analyse des résultats de la figure 11.14. permet de faire les remarques suivantes, a savoir que l'acide

aspartique et |'acide glutamique sont prépondérants alors que la cystine et la néthonine sont

]p minoritaires chez les trois espéeces. En effet, I'acide aspartique et |'acide glutamique constituent a eux

seuls les 38.77%, 40.23% et 35.03 Yo des acides aminés totaux du cardon, de la mauve et du chou vert

respectivement.
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Figure 11.14. Profil desteneursdes acides aminéstotaux.

Larépartition des teneurs des acides aminés selon leurs groupes chimiques permet de bien visualiser
les fluctuations et les variations existants entre les différents acides aminés. La figure 11.15.

représente | es teneurs des acides aminés par roupes chimiques du cardon, de la mauve et du chou vert.

Le groupe le plus présent chez les trois espéces de légumes est celui des acides dicarboniques (acide
glutamique et acide aspartique), ceci sexplique par le réle important joué par ces deux acides aminés
dans le métabolisme des cellules végétal es surtout dans les processus liés a la biosynthese des
différents acides aminés, dans le transport et le stockage de I'ammoniaque et aussi dans le cycle de
Krebs par leur liaison avec les acides u-cetglutarate et oxal oacétique. Le groupe chimique le moins

représenté chez les trois especes est celui des acides aminés soufrés (méthionine et cystéine).
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Figure 11.15. Teneursen % de protéinetotale des acides aminés par groupes chimiques.

c- Evaluation dela valeur biologique des proténes du cardon, de la mauve et du chou vert:

Si I'on établit une comparaison entre la composition des acides aminés essentiels du cardon, de la
mauve et du chou vert et celle des protéines d'origine animale d'une part et celle des protéines

d'origine végétale d'autre part, il est possible de tirer des conclusions intéressantes (Tableau 11.4.).

Ains du point de vue qualitatif, les protéines du cardon et de la mauve ont une composition en acides
amineés essentiels tres satisfaisante, par contre celle du chou vert est trés moyenne. Ces compositions
sont caractérisées par un déficit en isoleucine et en méthionine, et par un taux trés intéressant chez le
cardon et lamauve en thréonine et en phénylalanine dépassant méme celui des céréales et des farines
animales.

D'une fagon générale, le taux des acides aminés essentiels du cardon et de la mauve se rapproche de
celui des céréalesmaisil est inférieur a celui des farines animales et des [égumineuses. Quand on sait
que les céréales fournissent 60% des protéines de laration alimentaire algérienne (Autret. 1978), on
mesure tout |I'impact que peut représenter cette constatation.
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Tableau 11.4. Analyse compar ée de la composition en acides aminés essentiels du cardon, de la
mauve et du chou vert avec celle desfarinesanimales et végétales.

Acﬁn?irglgeﬁ Cardon | Mauve (\:/zrotu N(Ig S Zl,;a S(gj)a Poisson (1) Références
Lysine 3.34 5.00 2.27 253 | 250 | 6.20 7.50

M éthionine 1.09 1.05 072 | 101 | 115 | 1.00 3.16 (HVarela

I soleucine 3.64 3.64 2.98 330 | 654 | 470 4.75 (1969)
Leucine 6.84 6.54 336 | 1103 | 475 | 830 7.33 (2) Mhalla
Thréonine 3.49 4.09 2.17 246 | 270 | 3.90 4.08 (1986)
Phénylalanine | 5.24 4.24 212 363 | 481 | 530 3.68 (3) Ammour
Valine 413 4.27 347 | 435 | 391 | 550 472 (1984)

L'estimation de la valeur biologique des protéines de nos trois espéeces de |égumes, nous permettra de
vérifier les .o ararations r€alisées apartir du tableau 11.4. Cette estimation est faite selon Mitchell et
Block (1946) et Oser (1959). 11 sagit en effet de la détermination de la valeur biologique des protéines
de I'échantillon étudié par leur composition en acides aminés essentiels et par comparaison ala
protéine de I'ceufconsideree comme protéine de référence.

Selon les résultats obtenus (Tableau 11,5.) on peut déduire que la mauve (53.97) et le cardon (53.06)
ont une valeur biologique égale. Les trois types de |égumes sont déficients en méthionine et en
isoleucine. Concernant seulement le cardon et la mauve, lathréonine et la phénylalanine sont
représentées par des teneurs acceptables comparées a celles des protéines de I'oeuf. La méme
interprétation peut étre faite pour laleucine et lavaline.

Les protéines du cardon et de la mauve ont un taux intermédiaire d'acides aminés essentiels comparé a
celui des protéines végétales notamment le 'soja (Taleb Bendiab et al, 1989), le blé (Ta 1989), et
I'orge (Autret, 1978), traduisant ainsi une valeur biologique assez élevée (Tableau 11.5.). Selon
Mitchell et Block (1946) lefacteur limitant pour lestrois especes est laméthionine, il faut préciser que
laméthionine est aussi le facteur limitant de nombreuses especes végétales (Taleb Bendiab et al.,

1990).

Lorsgu'on calcule e taux des acides aminés essentiels par rapport aux acides aminés totaux et celui des
acides aminés essentiels par rapport aux acides aminés non essentiels, on obtient pour les deux taux
0.31 et 0.46 respectivement chez le cardon, 0,29 et 0.41 respectivement chez lamauve et 0.24 et 0.32
chez le chou vert A partir de ces résultats, on remarque le cardon et la mauve possedent des taux tres
proches du taux idéal (0.4 et 0.6 respectivement) suggéré par FAO!'WHO (1990).
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Tableau 11.5. Valeur biologique des protéines du cardon, de la mauve et du chou vert comparée a
celledesfarines végétales.

Acidesaminés | (Euf| Cardon Mauve | Chou vert Soja Blé Orge
essentiels
A a b a b a b a b a b a b
Lys 7.20| 3.34| 46.38 | 5.00| 69.44| 2.27| 31.52| 6.2 | 86.1. | 250 | 34.7 | 3.50| 48.6
Thr 410|349(51.22|4.09|6346|217(29.28| 39| 951 | 270 | 65.8 | 2.90| 70.7
Val 7.30| 4.13| 56.57 | 4.27 | 64.49 | 3.47| 4753 | 55 | 753 | 391 | 53,5 [4.40|40.2
Met 410| 1.09| 2658 | 1.05| 2560 | 0.72| 1756| 1.0 | 243 | 1.15| 28.0 | 1.40|34.1
Iso 8.00|3.64|54.50|364|4550|298|37.25| 47 | 58.7 | 654 | 81.7 |6.50| 81.2
Leu 9.20|6.84|74.34 | 654 | 71.08 | 3.36 | 45.52 | 83 | 90.2 | 4.75 | 51.6 | 2.80|28.2
Phe 6.30|5.24 | 63.17 |4.24|63.30|212|2865| 53 | 841 | 481 | 76,3 |4.70| 74.6
Facteur M éthionine | M éthionine | M éthionine | M éthionine | M éthionine| Leucine
limitant 26.58 25.60 17.56 24.39 28.04 28.04
EAA 53.06 53.97 32.69 69.18 60.25 58.88
Index

(a): Teneur d'acides aminés en pourcentage en protéines totales
(b): Teneur d'acides aminés en pourcentage en protéines de I'ceuf(alA).
E.A.A index: acides aminés essentiels index ou indice de Oser.

Pour une étude plus approfondie, il existe aujourd’hui d'autres. critéres pour estimer la qualité des

T protéines d'un produit. Parmi ces critéres, ily al'indice d'hydrophobicité (HPS) des protéines (Dinev et
al., 1995). L'.HPS des protéines du cardon, de lamauve et du chou vert est présenté dansla figure
11.16.

Dinev et al. % aéudiéles protéines de 16 variétés de blé (Triticeae) de point de vue structural et
réle des acides aminés hydrophobes dans la stabilité de la structure de ces protéines. Il en adéduit que
les protéines ont une conformation stable lorsque leur HPS varie dans un intervalle compris entre 0.30
et 0.40. De ce fait, quand on analyse les données des protéines du cardon, de la mauve et du chou vert
concernant leur HPS, qui est de 0.30, 0.34 et 0.35 respectivement, on peut dire que ces protéines sont
parfaitement stables de point de vue structure.

En définitive, a part le chou vert, le cardon et la mauve ont une bonne qualité protéique qui peut
rivaliser avec |les plantes dites riches en protéines et sont une référence pour leur qualité protéique
T le soja, les céréales et les | égumineuses. Pour cette raison, le cardon et la mauve peuvent étre
proposes dans les différents régimes alimentaires, afin de contribuer dans la qualité protéique en
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particulier et lavaleur alimentaire en général de ces régimes, moyennant une supplémentation en
méthionine.

0,6-

Cardon
D Mauve
L] Chou vert

Figure 11.16. Indice d'hydrophobicité (HPS) des protéines.

2.2. Teneur delafraction lipidique (matiére grasse):

Les lipides forment une classe de constituants biologiques nutritionnel lement importants pour la part
calorique et I'apport indispensable d'acides gras essentiels et de vitamines liposolubles qu'ils
présentent dans laration alimentaire. Les graisses et les huiles, qui ne se distinguent que par leur point
de fusion, constituent |es matieres grasses ou corps gras. Ces corps gras sont des matieres organiques
insolubles dans I'eau, et plus ou moins hydrophobes. 11s peuvent étre solubilisés par les solvants

organigues peu ou non polaires (éthanal,. isopropanol, acétone, éther éhylique,...).

a. Calcul du rendement massique des huiles du cardon, de la mauve et du chou vert:

Divers paramétres influent sur le taux de matiere grasse comme la granulométrie, I'humidité et la
nature du solvant et la méthode d'extraction utilisée. Beaucoup de travaux confirment que I'extraction
réalisée par I'hexane permet d'obtenir un meilleur rendement d'huile par rapport a d'autres solvants
comme I'éther de pétrole ou le chloroforme. Dansla figure11.17. sont illustrés les rendements
massiques des huiles du cardon, de la mauve et du chou vert.
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Figure11.17. Rendement massique en % des huiles.

Comme tous les végétaux verts en général et les |égumes en particulier, nos trois especes renferment
une quantité de matiére grasse qui n'a aucune incidence significative sur I'apport énergétique. Elle est
de 1.25%0, 2.63% et 1.30 %o dans le cardon, lamauve et le chou vert respectivement. Ces résultats sont
conformes a ceux trouvés dans d'autres légumes étudiés  (Gupta et Wagle, 1988 : Almazan et al..
1997; Mosha et Gaga, 1999; Odhav et al., 2007), tout en respectant le concept qui dit que lateneur
en huile est inversement proportionnelle a celle de I'eau.

b. composition en acides gras de I'huile du cardon, dela mauve et du chou vert:

La composition des acides gras de I'huile du cardon est représentée dans la figure 11.18., celledela
mauve dans lafigure 11.19. et celle du chou vert dansla figure 11.20. L'observation de ces donnés
montre que |'huile de nos trois espéces se caractérise par la présence des acides gras . 0, 161, Cig; 0,
U18: b C1F3 2, c18: 3 € c20: O correspondant respectivement al'acide palmitique, palmitoléque si.éarique,
oléique, linoléique, linolénique et arachidique. Lalongueur de chaine des acides gras de nos
échantillons est de taille moyenne, c'est adire qu'elle est comprise entre cis € cis. Cette
caractéristique va influencer la nature de I'huile, lui conférant une viscosité et une bonne fluidité,

facilitant les manipulations dans les |aboratoires des matiéres grasses.
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Figure 11.18. Composition en acides gras des D Acide arachidique
huiles du cardon (%6).
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L'huile de nos trois espéces de |égumes est riche en acides gras essentiels comme acide linolénique et
acide linoléique a savoir 29.8 % et 19.2% respectivement pour le cardon, 535% et 13.5%

respectivement pour lamauve et 49.5% et 25.1 Yo respectivement pour le chou vert.

Nous constatons aussi I'absence totale d'acide gras a nombre de carbone inférieur a 14 et supérieur a

18 ainsi que I'inexistence de I'acide érucique qui fait de I'huile de nos trois échantillons, une huile non

toxique.

Lorsqu'on fait une analyse quantitative des résultats de la composition en acides gras des trois especes,

on en déduit les deux remarques suivantes:

les trois acides gras essentiels (acide oléique, linoléique et linolénique) représentent les 59%,
73.5% et 81.6%0 des acides gras totaux du cardon, de la mauve et du chou vert respectivement,

les acides gras mono insaturés et poly insaturés représentent par rapport aux acides gras totaux
17.1% et 50.5%0 respectivement pour le cardon, 7.3% et 68 Yo respectivement pour la mauve et
8.1%6 et 74.3%0 respectivement pour le chou vert (Tableau 11.6.).

Tableau 11.6. Composition en % des groupesd'acidesgras.

Acidesgras| Acidesgras Acidesgras
saturés | monoinsaturés| poly insaturés
Cardon 315 16.7 49
Mauve 24.3 7.2 67
Chouvert| 175 8.2 746

Quand on compare la omposition de I'huile de nos trois échantillons avec celle de I'huile d'olive
(Harwood et Ramon, 2000; M aur o, 2003; Virot et aL, 2007) on constate qu'elle est mieux pourvue
en acide linoléique et linolenique mais déficitaire en acide oléique. De plus, il est intéressant de noter la

valeur trés élevée de I'abide linolénique (omega 3) danslestrois huiles, ce qui est un bon argument

pour la santé humaine surtout les maladies cardiovasculaires.
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Toutes ces caractéristiques constituent a notre avis des critéres valables pour identifier avec précision
I'huile de ces trois especes de légumes, et lui confere d'excellentes qualités diététiques acceptables

pour la nutrition humaine et animale.

2.3. Teneur des sucrestotaux:

Ce qui caractérise les oses chez les légumes, c'est leur grande diversité : pentoses, désoxypentoses,

hexoses, désoxy-hexoses, didésoxy-hexoses, acides uroniques, polyols, esters, éthers...

Plusieurs centaines de composés, certains universels, d'autres étroitement spécifiques d'un groupe
vegétal, ont été décrits. Certains peuvent exister al'état libre d'autres ne sont connus qu'engagés clans
des combinaisons hétérosidiques, trés souvent ils sont inclus dans des polymeres. Nous citerons, atitre
d'exemple, quelques oses et dérivés d'oses parmi les plus courants chez leslégumes (Colonna et
|Eloebler, 1991).

Iy alestétroses représentés par les thréoses et les érythroses et qui n'existent pas al'état libre. Par
exemple I'érythrose-4-phosphate joue un réle essentiel dans I'aromagénese. Chez les pentoses le ribose
est universel et ses esters phosphoriques ont une importance métabolique fondamentale. L'arabinose et
le xylose sont des constituants habituels des polysaccharides comme |es hémicellul oses,
T polysaccharids pectiques et polymeres des sécrétions végétal es (gommes, mucilages). On les

rencontrera églement dans divers hétérosides, notamment phénoliques.

La plupart des hexoses ont une répartition quasi universelle : c'est le cas du glucose ou du mannose et
auss du galac ose. Si le glucose est fréquent al'état libre et aussi bien que combiné dans des structures
polysaccharidiques (amidon et cellulose), le mannose et |e gal actose sont presque exclusivement

connus qu'a l'état de polymeéres comme les mannanes ou les galactomannanes chez les Fabaceae.

L e cétose correspondant au glucose est le fructose. Abondant al'état libre dans les fruits, il est tout
auss fréquent al'état de disaccharide (saccharose). Ce cétose peut aussi constituer des polymeres de
réserve, les fructanes comme la phléine et les inulines, ces derniers tres présents chez les Asteraceae

comme le cardon (Pollock et Chatterton, 1988).
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Parmi les produits d'oxydation des hexoses par déshydrogénases spécifiques, il y ales acides

uroniques. Lafonction alcool primaire est oxydée en acide carboxylique. Les acides glucuronique et

galacturonique sont des constituants habituels des polysaccharides pariétaux (pectine) et de la plupart
T des sécrétions polysaccharidiques comme le mucilage des Malvaceae (Bruneton, 1999).

Dans notre présent travail, les résultats des sucres totaux montrent que le chou vert a une teneur deux
fois plus élevée que celle de la mauve et une fois plus élevée que celle du cardon. Lorsque nous
T analysons les donnés de sucres totaux des différents légumes cités en littérature (GuihGuerrero etal.,
1998; Mosha et Gaga, 1999 : Trichopoulou et al. 2000; Odhav et al., 2007) nous remarquons que
les valeurs obtenues sont du méme ordre que ceux trouvés chez nos trois échantillons a quelques

exceptions prés (Figure 11.21).

Figure 11.21. Taux dessucrestotaux en (%) MS du cardon, de la mauve et du chou vert compar é
a celui d'autres|égumes.

Analyse des sucres et des acides organiques chez la mauve: cette analyse n'a été réalisée que chez la
mauve a cause de manque de données dans ce domaine concernant la mauve. Deux sucres ont été
identifiés chez lamauve, il sagit du saccharose ou sucrose (2.68 mg/100g MF) et du glucose (0.66

mg/1 00g MF), cependant, le fructose n'a pas été détecté. L es sucres sont responsables du godt sucré
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des aliments, ils possedent un pouvoir sucrant relativement différent en effet, il a été rapporté que le

fructose possede |e pouvoir sucrant le plus élevé (1.1 - 1.8), suivi du sucrose (1.0) et du glucose (0.5 -
0.8) (Alexander, 1998). Les acides organiques déterminés dans la mauve sont I'acide malique (1.02

meq!lOO0g ME) et I'acide citrique (0.26 meg/lOOg MF) Avec I'acide oxalique, ces deux acides
organiques sont largement distribués dans le regne végétal. Les acides organiques sont connus comme
des constituants phytochimiques a pouvoir antioxydant (Lin, 2003 . Silva et al., 2004) et contribuent
aussi aux propriétés organoleptiques des fruits et Ilégumes (Vaughan et Geisser, 1997).

2.4. Teneur desfibresalimentaires:

L'expression fibre alimentaire universellement adoptée par |es nutritionnistes et les diététiciens est
difficile adéfinir car elle représente un concept nutritionnel et physiologique qu'une catégorie définie
de substances chimiques. La notion de fibre, d'abord appliquée ala cellulose, devenue par la suite fibre
brute (résidu végétal résistant aux traitements chimiques acides et alcalins) a évolué vers le concept,
physiologique, de fibres alimentaires (résidu végétal résistant ala digestion par les enzymes du tractus
digestif de I'nomme).

L 'apport en fibres dans un régime normal provient majoritairement des végétaux qui constituent notre
alimentation : fruits, [égumes, graines diverses et produits céréaliers (Bruneton, 1999). On peut

distinguer deux groupes d'effets pour les fibres alimentaires

- Action sur letransit intestinal: I'effet est double. D'abord un effet sur la masse des selles qui est
augmentée dans des proportions souvent importante, et un effet sur laduré du transit qui est
normalisé autour de 48h : raccourcissement des transits longs et allongement des transits courts.

- Action métabolique: la consommation réguliére de fibres diminue la cholestérolémie et les LDL
plasmatiques. Les travaux publiés concernent essentiellement les interactions entre lesfibres et la
cholestérolémie et entre les fibres et 1a glycémie. Plusieurs éudes épidémiol ogiques font ressortir
gue lamortalité par maladies card iovascul aires est plus faible chez les consommateurs réguliers
de fibres alimentaires (Corpet, 1989 : Easbvood, 1990 : Lairon, 2001).



Concernant les résultats de nos trois |égumes, nous remarquons qu'ils sont sensiblement égaux, par
rapport a ceux de labibliographie, ils sont en adéquation (Gupta et Wagle, 1988 ; Almazan et al.,
1997 ; Vijayakurnariet al, 1997 : Mosha et Gaga, 1999). Les résultats des fibres alimentaires des

troislégumes sont illustres dans la figure 11.22.

Figure 11.22. Taux desfibresalimentairesen % M Sdu cardon, dela mauve et du chou vert

compar € a dautreslégumes.
2.5. Teneur delamatiére minérale (cendres):

La composition minérale des |égumes est importante a connaitre pour de multiples raisons.
alimentaires et toxicol ogiques. De nombreux travaux sur la composition minérale des légumes ont été
réalisés (Gupta et Wagle, 1988 ; Vijayakumari et al, 1997; Mosha et Gaga, 1999 : Gupta et al.,

2005).

Lesrésultats de la matiére minérale des trois |égumes présentés dans la figure 11.23. montrent qu'ils
sont conformes avec les résultats des différents |égumes étudiés cri littérature. En comparant nos trois

échantillons, nous remarquons gue le taux de matiére minérale chez le chou vert est de deux fois moins
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que celui chez le cardon et la mauve, méme si ce taux reste acceptable par rapport a ceux des autres
Iégumes cités en bibliographie.

Figure 11.23. Taux delamatiére minéral en % de MSdu cardon, dela mauve et du chou vert

compar e a d'autres légumes.

3. Extractions sélectives des métabolites secondair es du cardon, de la mauve et du chou vert:

Avant de calculer les rendements des métabolites secondaires (tannins, flavonoides et alcaloides), on
doit tout d'abord vérifier leur présence au sein de nos échantillons. Pour cela, nous avons utilisés des
tests phytochirniques simples, utilisant trois solvants de polarité différente. C'est I'apparition d'une
coloration, d'une précipitation ou encore d'une floculation par I'intermédiaire de certains réactifs
spécifiques qui va affirmer la présence et/ou |'absence des différentes familles de métabolites
secondaires existants dans laplante. Le tableau 11.7. montre |es résultats obtenus pour les tannins, les

flavonoides et |les alcaloides du cardon, de la mauve et du chou vert lors de ces analyses.
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Tableau 11.7. Tests phytochimiques réalisés sur le cardon, la mauve et le chou vert.

Epuisement par Epuisement par Epuisement par
I'eau chaude I'éthanol I'etherdiéthyliquc
Tannins | Flavonoides | Alcaloides | Tannins | Flavonoides | Alcloides| Tannins Flavonoides | Alcaloides
Cardon +++ ++ ++ ++ NI) ++
Mauve ++ - ++ NI) + NI) NI)
Chou vert + + + ++ 1- +++ NI) ND +

Légende: (+++)_—-" test fortement positif
(++) D test positif
(+) test faiblement positif
) -1 test négatif
(ND) > test non déterminé

Apres I'analyse des résultats, ces tests nous ont confirmés laforte présence chez nos trois especes de
Iégumes de tannins et de flavonoides. Par contre |es alcaloides sont trés faiblement représentés chez la

mauve, ce qui n'est pas le cas pour le cardon et le chou vert.

Lamise en évidence des tannins, des flavonoides et des alcal oides dans nos trois especes grace a ces
tests phytochimiques, nous a poussé a effectuer I'estimation de leur rendement massique. Les extraits
des tannins, des flavonoides et des alcal oides récupérés apres évaporation a sec et sous pression réduite
ont été pesés pour déterminer e poids sec résultant (Rendement massique). Le rendement a été
déterminé par rapport a 100 g du matériel végétal sec et les résultats sont exprimeés en pourcentage

(Figure11.24.).

Ces résultats viennent confirmer lesrésultats des tests phytochimiques réalisés précédemment. En effet,
nous remarquons les rendements appréciables et élevés des tannins et des flavonoides chez les trois
Iégumes, alors que pour les alcaloides, leur rendement chez la mauve est faible (0.24%) par rapport a
ceux dii cardon (2.80%) et duchou vert (1.97%). Ces résultats ainsi que ceux des tests phytochimiques
peuvent de prime abord nous amenés a dire que nos trois échantillons contiennent des quantités

remarquables en tannins, flavonoides et alcaloides, mise a part la mauve en alcaloides.
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Figure 11.24. Rendement massique en % destannins, desflavonoides et des alcaloides.

En examinant la figure 11.24., une remarque nous interpelle et qui peut étre compléetement fortuite: nos
trois especes de |égumes détiennent chacune le meilleur rendement pour chaque métabolite, a savoir le
cardon en alcaloides (2.80%), la mauve en tannins (3.52%) et le chou vert en flavonoides (3.19%). La
méme remarque peut étre faite si nous nous basons sur |e plus faible rendement a savoir le cardon en
flavonoides (1.81 7o), la mauve en alcal oides (0.24%) et le chou vert en tannins (1.17%).

4. Teneursen tannins condenses et tannins hydrolysables:

La figure 11.25. rassemble les résultats des tannins condensés et hydrolysables chez le cardon, la
mauve et le chou vert. |l ressort de notre analyse que tout d'abord les tannins condensés constituent la

majorité des tannins chez nos trois especes. Ensuite, de point de vue tannins totaux, le cardon posséde
letaux le plus élevé avec 0.178 %. Ces taux chez nos trois especes de |égumes prouvent qu'elles ne
sont pas toxiques et ne présentent aucun danger pour la santé humaine, c'est une des raisons que ces
especes végétales sont non seulement comestibles mais aussi appréciés. A ce propos, plusieurs
travaux en bibliographie ont montré que généralement |es plantes deviennent toxiques sils contiennent

un taux de tannin aux alentours de 1 % (Belarbi., 2004).



144

02 Tannins condensés
T

EJTannins hydrolysables

-L

Cardon Chou vert Mauve

Figure 11.25. Teneursen (%) destannins condensés et des tannins hydrolysables.

5. Teneursen phénolstotaux et en flavonoides:

L 'étude quantitative des extraits bruts au moyen de dosages spectrophotométriques avait pour objectif
la détermination de lateneur totale des polyphénols et les flavonoides. Dans ce cas, deux courbes
d'étalonnage ont été tracées et réalisée avec un extrait de catéchine et un extrait d'acide gallique a
différentes concentrations. Des mesures de densités pour chague extrait ont été réalisées a 660 nm pour

les polyphénols et 2510 nm pour les flavonoides.

L es quantités de polyphénols et de flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent
gramme de I'éalon utilisé et déterminés par I'équation de type y=ax%. La figure 11.26. présenteles

teneurs en phénols totaux et en flavonoides du cardon, de la mauve et duel cn.i vert.

Le chou vert présente la densité polyphénolique laplus élevée (58 mg/1 00g) par rapport au cardon (45
mg/100g) et lamauve (48 mg/100g). Comparer aux travaux cités en bibliographie (Figure 11.27.), les
taux de nos trois |égumes reste moyen par rapport aux autres légumes puisqu'ils sont inférieurs a ceux

del'oignon et de I'épinard, et supérieurs a ceux de lalaitue et le poireau (Proteggentaet al., 2002

Schaffer, 2005).
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Figure 11.26. Teneursen phénolstotaux (mg/100g) et flavonoides (mg/kg).
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Figure 11.27. Variation du taux de phénolstotaux (mg/100g) chez quelques |égumes.

Concernant la teneur en flavonoides, c'est encore le chou vert qui détient la teneur la plus élevée (74.6

mg/kg) par rapport au cardon (43.50 mg/kg) et lamauve (60.72 mg/kg). Lugasi et al. (2003) ont

travaillé sur un grand nombre de fruits et |égumes, dans le but de déterminer leurs teneurs en

tiavonoides (Tableau 1.9.). En comparant nos résultats avec ceux de Lugasi et al., nous constatons que

nos trois échantillons possedent des teneurs en flavonoides acceptables par rapport a ceux du brocoli,

du chou blanc et du poivron. Cependant, comparer a ceux de I'épinard, des deux variétés de I'oignon et
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du céleri, nous pouvons classés nos trois espéeces de |égumes parmi |es espéces végétales pauvres en

flavonoides.

6. Composés antinutritionnels:
Parmi les composés antinutritionnels, notons que seuls les tannins et I'inhibiteur de trypsine ont été

analyseés chez les trois |égumes étudiés. Lateneur de ces deux composes antinutritionnels et la teneur

des phénols totaux du cardon, de la mauve et du chou vert sont résuméesdansle tableau 11.8.

Tableau 11.8. Teneursen phénolstotaux, en tanninsto aux et en inhibiteursdetrypsine.

Phénolstotaux Tanninst taux Inibiteursdetrypsine

(mg/100g) (%) (TUl/mg de protéine)
[ Cardon 45 0.178 1.43
Mauve | as 0. 3.15
Chou vert 58 0.136 2.60

Ici, nous allons discuter seulement les résultats de I'inhibiteur de trypsine, ceux des phénols totaux et
des tannins totaux ont etc discutes précédemment (Voir ci-dessus) En bibliographie I'inhibiteur de
trypsine est largement étudié surtout chez les |égumineuses et dans |l es graines des végeétaux
(Menegatti et al, 1985, Kraemer et ai, 1987 , Ramasarmaet ai, 1994 , Vijayakumari et ai,
1997) ou il setrouve en quantité importante et induisant de ce fait des effets antinutritionnels chez les
animaux a savon un retard de croissance, une hypertrophie du pancréas et une carence anormalement
élevée en acides aminés soufrés (Liener, 1980). Par contre, du fait que chez les légumes I'inhibiteur de

trypsine n'est pas trés représenté, il n'existe que trés peu de travaux a ce sujet

En analysant les résultats de I'inhibiteur de trypsine chez nos trois especes de |égumes, nous pouvons

affirmer qut la mauve est la mieux pourvue en inhibiteur de trypsine (3.15 TUIImg de protéines) que
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le chou vert (2.60 TUI/mg de protéines) et le cardon (1.43 TUI/mg de protéines). Comparer avec le
peu de travaux réalises chez les plantes vertes (Gupta et Wagle, 1988; Mosha et Gaga, 1999), nous
pouvons dire que les résultats des trois |égumes sont en adéquation avec ceux en bibliographie comme

I'épinard (2.46 TUI/mg de protéines), lechou fleur (3.61 TUI/mg de protéines) ainsi que la moutarde
(2.06 TUI/mg de protéines).

L 'étude comparative de ces trois composés considérés comme antinutritionnels a savoir les phénols
T totaux, les tannins et I'inhibiteur de trypsine de nos trois especes de |égumes a montré qu'ils ne
présentent aucune menace contre la santé humaine. 1l est a signaler que le degré d'accumulation de ces

facteurs antinutritionnels est lié al'espece végétale et surtout al'age de cette espece.
7. Screening chimique général par CCM:

Pour chacun des |égumes de cette étude, cardon (CCD), mauve (MSV) et chou vert (BOR), nous
disposions de quatre extraits nommés Fi a F4. Fi est I'extrait hydrométhanolique (80/20 ; V/V) du
matériel végétal et lestrois autres fractions sont des extraits liquide/liquide successifs de la fraction

agueuse de Fi par, respectivement, de I'AcOEt (F2) et du BuOH (F3), (F4) étant lafraction aqueuse
épuisée(cf chapitre précedent).

T Des chromatographies sur couche mince (CCM) préliminaires ont éé menées sur lesfractions Fi a F4
destrois |égumes pour avoir un apercu de la nature des constituants que I'on peut rencontrer chez ces
espéeces. Pour cela, une partie des extraits Fn ont été solubilisés dans du méthanol pur et déposes sur
plaques de CCM qui ont ensuite été éluées dans les systemes de solvants décrits précédemment et

T révélés avec divers réactifs pour permettre une premiére orientation sur les classes de composes
présentes dans les échantillons a analyser (Figurel1.28a., 28h. et 28c.). Lesinformations recueillies

ont été confrontées aux données bibliographiques collectées sur les familles et les genres de ces

plantes.


http://28h.et

Solvant de mkraton: toi / AcOEt | MeOH (80: 18 :2

148

Révéiatior,

Réactif a la vanillinre
sulfurique.

Réactif de Neu
(cbservation 366 nm)




149

TR
i
: o

ration : HCCl:/ Me 10) __ Bevelation
; P T RN e ’

Reactif a la vanilline

sulfurigl

Réactif dé Nu
(observation 366 nm)

v Fpo Fs Fa Fy Fo Fs Fu Fo Fs Fa

Figure IL28b. CCM préliminaires des fractions Fn, développement HCCI3 / MeOH (90: 10).
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Figure 11.28e, CCM préliminaires desfractions Fn, développement AcOEt / MeQil / 1120 (100:
13.5: 10).
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7.1. Interprétation des CCM du chou vert (BOR):

L e criblage chimique en CCM a permis de mettre en évidence la présence de fiavonoides (réactif de

Neu, fluorescence jaune-orange sous lumiére UV) dans les fractions polaires de BOR.

On peut aussi émettre I'hypothese que les composes polaires, qui apparaissent en rouge révélés g la

vanilline sulfurique, sont des tanins (composés fréquents dans les Brassicaceae). Pour valider cette
7 | hypothege, nous avons utilisé un révélateur propre aux tanins. La coloration en rouge orange obtenue

avec leréactif au sel de Bleu solide B de ces composés confirme que ce sont des tanins.

7.2. Interprétation des CCM du cardon (CCD):

L 'étude des différentes CCM de CCD nous a montré que, al'instar des extraitsde MSV et BOR, CCD
semble contenir des tanins (révélés en rouge alavanilline sulfurique) (Figurell.28b.). Celaaété
confirmé par larévélation au réactif au sel de Bleu solide B. Les extraits polairesde CCD (Fi et F3)
semblent également contenir quelques flavonoides assez polaires. Deux d'entre eux semblent
majoritaires. En outre, bien que le cardon a été trouve riche alcal oides d'apres | es résultats des tests
phytochimiques (Voir tableau 11.7.), lesextraitsde CCD ne semblent contenir d'alcal oides

puisqu'on n'observe pas de réaction sur CCM avec le réactif de Dragendorff f d'alcaloides).

7.3. Interprétation desCCM dela mauve

L'éude par CCM desfractions Fn de MSV (FigurellL28b) montre ta présence marquee de
flavonoides dans les fractions Fi et F3 (fluorescence en vert ou jaune-orangé avec le réactif de Neu
observée sous lumiere UV). Les composés apolaires des fractions Fi a F3 pésentent des colorations
violettes apres révélation ala vanilline sulfurique al'exception d'un composé majoritaire qui présente
une teinte rougeétre Les L ois especes de |égumes semblent avoir des corn i oses en commun et des
profils similaires pour certains extraits mais différent par la concentration notamment en tanins et
flavonoides.

Parmi les perspectives de ce travail serad'isoler les composés majoritaixesde MSV et certaines
moléculesde CCD afin de dégager des profils spécifiques pour chaque |égume et de pouvoir les

distinguer.
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Lors de l'interprétation des résultats obtenus par réactions chimiques effectuées sur CCM, il faut garder
al'esprit qu'elles ne sont quindicatives, et que la présence de résultats faux positifs ou faux négatifs

est fréquente.

8. Estimation du pouvoir antioxydant des polyphénois:

En raison de I'implication des flavonoides dans le pouvoir antioxydant de nombreuses plantes en
général et légumes en particulier, nous avons choisi dans notre travail d'estimer ce pouvoir antioxydant
de nos trois especes de légumes par le biais de leurs extraits de flavonoides (EF).

L 'activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour nos extraits, nous
avons employé la méthode au DPPI-1, ce radical libre présente une coloration violet sombre, lorsqu'il
est piéger par des substances antioxydantes, laforme réduite conféré ala solution une coloration jaune
pale, le virage vers cette coloration et I'intensité de la décoloration de la couleur de laforme libre en
solution dépend de la nature, la concentration et |a puissance de |a substance antiradicalaire.

Les extraits de nos trois échantillons ont présenté un tres bon pouvoir antioxydant, ce sont les extraits
de flavonoides obtenu apres une extraction sélective, et ce qui est confirmé par les bibliographies que
les flavonoides d'origine naturel sont des capteurs puissants de radicaux (Bartoikova et al., 2003
lleilerova et al., 2003 : Lahouel et Fillastre, 2004, Panichayupakaranant et Kaewsuwan, 2004,
Panovska et al., 2005). L'absorbance du DPPH mesuré & 518 nm, montre une chute rapide de cette

derniére dans un intervalle tres réduit de la dose de I'extrait brut. Ce qui est observé dans les figures ci-

dessous (figures11.29a,, b. et ¢.).
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Figure fl.29a. Pouvoir antioxydant des EF delamauve. Figure 11.29b. Pouvoir antioxydant des EF du chou vert.
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Figure 11.29e. Pouvoir antioxydant des EF du cardon

EL CL

Figure 29d. Activité antioxydante du Trolox Figure 29e. Activité antioxyclante de |'acide ascorbique.

Lesfigures ci-dessus représentent |es absorbances du DPPH résiduel en fonction de la concentration de
I'activité antioxydante de nos trois légumes (Figures 29a., b. et e) elesmontrent une diminution
importante de |'absorbance a des doses trés faibles comparée)aux courbes de réduction de !"absorbance
des antioxydants standards (Figures 29d. et e.).

L 'activité antioxydante de nos extraits exprimée en EC50 (Tableau 11.9), ce paramétre a été
apparemment introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a été ensuite employé par plusieurs
groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il défini 1a concentration efficace du substrat qui

cause laperte 50 % de l'activité de DPPH (couleur) (Molyneux, 2004). Ces ECs, sont déterminés
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graphiquement des trois tests séparés dont |'abscisse représente la concentration de |'extrait brut et
I'ordonne I'activite antioxydante en pourcentage. La valeur de chague EC 5, exprime la concentration

de I'extrait flavonoidique exigée pour réduire le DPPH en solution de 50 %.

Tableau 11.9. ECxo et puissance autioxydante (ARP) du cardon, de la mauve et du chou vert
compar € aux antioxydants standar ds (Acide ascor bique et Trolox).

Chou Acide

Cardon | Mauve .
vert | ascorbique Trolox

ECS0 19.80 | 21.52 | 21.20 1.04 2.06

ARP 0.05 | 0.046 | 0.047 0.96 0.48

Commeil est indiqué dans le tableau jj .B. lesflavonoides sont des excellents, antioxydants naturels,
nos extraits des flavonoides possedent des capacités de neutralisation du radical libre DPPH puissantes,
puisqu'ils agissent a de faibles doses. Tous les EC 5, sont trés basses, comprises entre 19 et 21.5 tg/ml.

Suivant ce parametre, |les capacités de balayage du radical sont classées dans|'ordre:
EF. Cardon > EF. Chou vert> EF. Mauve

Nous n‘avons pas trouve des études sur le pouvoir antioxydant de la mauve. Par contre, il existe
quelgues travaux récents traitant le pouvoir antioxydant du cardon et de' quelques variétés de chou,
(Fernandeset al., 2007; Ayaz et al., 2008; Kukic et al., 2008).

En comparant nos résultats (cardon et chou vert) avec ceux de la bibliographie nous remarquons qu'ils
sont conformes, le cardon avec une EC 5, de 21.5 tg/ml (Kukic et al., 2008) et le chou noir avec une

ECs, de 24.6 iiig/ml (Ayaz et aL, 2008).
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De maniere générale, la préparation d'échantillon préalable al'analyse chimique se compose de deux
étapes : extraction et analyse. Alors que I'étape analytique requiert en général quelques minutes, |'étape
d'extraction nécessite plusieurs heures. C'est |e cas de la méthode de Soxhiet, inventée en 1879, qui est

la procédure d'extraction solide-liquide de référence.

Rapidement, les micro-ondes ont été utilisees comme source d'énergie pour |'extraction de molécules
dintérét. Différents procédés d'extraction assistés par micro-ondes ont été dével oppés dans le but de
contrecarrer les limites des techniques d'extraction conventionnelles. Nous avons appliqué a nos
matrices (Iégumes) un nouveau dispositif d'extraction des matiéres grasses pour les matrices solides

aimentaires : le Soxhiet assisté par micro-ondes. Ce systéme récemment breveté a servi pour la

premiére fois a cette application et publié par nos soins.



Chapitre T :

Extraction par micro-ondes



159

L Introduction:

Comme ce fut le cas des siécles plus tét pour les techniques dé distillation, I'avénement des micro-

ondes durant lafin du XX siécle, représente une nouvelle grande étape dans le domaine de
I'extraction. Ce moyen de chauffage radicalement différent a révolutionné I'extraction grace a des

propriétés qui lui sont totalement exclusives: rapidité, chauffage sansinertie et sélectivité.

Le pouvoir énergétique des micro-ondes a été mis en évidence a lafin de la seconde guerre mondiale,
fin 1945, d'une fagon anecdotique par un physicien, le Dr Spencer, suite al'oubli de son sandwich sur
un émetteur d'ondes! Alors que jusgu'ici, les micro-ondes ou hyperfréquences étaient uniquement
utilisées comme vecteur d'information, elles investirent les foyers puis les laboratoires de chimie dans

les années 80.

Depuis 1986 avec lestravaux de Ganzler et al., I'extraction assistée par micro-ondes a connu de
profonds changements. A I'heure ou «rapidité », «efficacité », et «sélectivité» sont devenus les
caractéristiques principal es d'une bonne technique d'extraction, les travaux sur |'extraction assistée par
micro-ondes ne cessent de croitre et les nouvel les techniques de fleurir. La chimie analytique a permis
ces derniéres années de réduire considérablement les temps d'analyse gréace au dével oppement des
technigues chromatographiques en partie. La chimie préparative, telle que |'extraction solide-liquide a
laguelle nous nous intéressons dans le cadre de |'extraction de mol écul es aromatiques volatiles issues
de matiéres végétales, se devait de réduire elle aussi ses durées, tout en conservant son efficacité et sa
sélectivité. Les micro-ondes ont apporté une solution de choix. Gréce a un chauffage sélectif, sans
inertie et rapide, les micro-ondes combinées a des techniques d'extraction classique ont permis de
remédier aux problémes des temps d'extraction souvent trop longs. L'extraction végétal e assi stée par
micro-ondes a été le fruit de nombreuses recherches et de brevets. L'extraction par micro-ondes
regroupe différents procédés parmi lesquels

- I'extraction par solvant assistée par micro-ondes ou «<MAE : microwave assisted extraction » breveté
par Paré (Paré, 1992),

- le «WMHD : vacuum microwave hydrodistillation » ou hydrodistillation par micro-ondes sous vide,

breveté par Archimex (Mengal et Mompon, 1994).
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2. Lestechniques conventionnelles d'extraction par solvant:

Latechnique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et lamatiére végétale atraiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en
mol écules huileuses, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression
atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concrete ». Cette concrete pourra étre par la suite
brassée avec de I'alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales. Apres une derniére
concentration, on obtient une « absolue ». Les rendements sont généralement plus importants par
rapport aladistillation et cette technique évite |'action hydrolysante de |'eau ou de la vapeur d'eau. Du
fait de I'utilisation de solvants organiques, cette technique présente toutefois des inconvénients qu'il est
important de noter. En effet, I'intervention de solvants organiques peut entrainer des risques d'artéfacts
et des possibilités de contamination de I'échantillon par des impuretés parfois difficile aéliminer. Le
choix du solvant d'extraction va Saveérer tres délicat, d'autant que lalégislation sur les produits a
destination de I'industrie agro-alimentaire est extrémement rigoureuse. Le solvant choisi, en plus d'étre
autorisé devra posséder une certaine stabilité face alachaeur, lalumiére ou I'oxygene, satempérature
d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir
chimiquement avec I'extrait. Parmi les solvants les plus utilisés, on recense : le méthanal, I'éthanal,
I'éther de pétrole ou encore le dichlorométhane. Cependant, depuis quelques décennies, I'extraction par
solvant a connu d'intéressantes améliorations. L' hydrodistillation-extraction simultanée et I'extraction

par Soxhiet en sont les principales (Figure

L'hydrodistillation-extraction simultanée (Simultaneous Distillation Extraction : SDE) a été décrite en
1964 pour la premiére fois par Lickenset Nickerson (Nickerson et Lickens, 1966). Lenom des
concepteurs de la technique sera par la suite donné a l'appareillage utilise pour ce type d'extraction.
L'originalité et le principe de cette technique résident dans la rencontre de la vapeur d'eau chargée de
mol écul es aromatiques provenant de I'hydrodistillation et des vapeurs de solvant, entrainant
I'extraction des composeés aromatiques de la phase aqueuse vers la phase organique. L e passage des
deux phases dans |a partie réfrigérante va permettre la condensation et |a séparation des deux phases
dans lapartie en U de I'appareil. La conception du procédé assure le recyclage des deux phases. La

SDE est une technique actuellement tres utilisée dans I'extraction de molécules aromatiques d'origines
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vegétales (Peng et al., 2004) mais aussi dans |'agro-alimentaire pour la détermination qualitative et
quantitative de mol écul es aromatiques présentes dans certains produits alimentaires (Siano et aL,
2003). Plus récemment, la SDE a été réalisée sous pression réduite, ce qui permet de réduire les
phénomeénes d'artéfact comme cela a été mis en évidence en étudiant |'acétate de lynalyle (Maignal et
al., 1992).

L'extraction par I'appareil de Soxhlet consiste afaire passer atraverslamatiére atraiter contenue dans
une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours neuf puisque distillé a chaque cycle.
Cette technique est loin d'étre exclusive aux molécules aromatiques d'origine végétale (Vagi et aL,
2005). Elle est fréquemment utilisée pour I'extraction de lipides (Zarnowski et Suzuki, 2004), ou de
divers autres catégories de molécules. De plus, cette technique d'extraction a été récemment combinée
aux micro-ondes (Luque-Garcia et Luque de Castro, 20044) et aux ultrasons (Luque-Garcia et

Luque de Castro, 2004b).

| (Lrdii t it- aracv'Oi
d Soxlhc

Figure111.1. Lesdifférentstypesd'extraction par solvantsvolatils.
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3. Extraction par micro-ondes:
3.1. Principe:

L es micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes é ectromagnétiques qui occupent une bande de
fréquence de trois décades de 300 GHz a 300 MHz (Figure 111.2.). Lafréquence la plus utilisée est de
2450 MHz, ce qui correspond a une longueur d'onde dans|'air de 12,2 cm.

Payons X Ultra-violet Visible Infra-rouge Micro-ondes  Ondes Radio

0,1A 10 nm 0,4im 08 Im 0,75 mm 1m
longueur d'onde

31012 310° 310° 3106 310 3102
fréquence (MHz)

AR

Figure II1.2. Le spectre électromagnétique.

)

L 'onde électromagnétique résulte d'un champ électrique E et d'un champ magntique B se propageant
dans I'espace et variant dans le temps. La propagation de cette onde obéit, quel | que soit la nature du
milieu, aux équations de Maxwell. Les applications de ces ondes sont nombreuses et trés diverses : la
détection électromagnétique ou radar, la poursuite des satellites, la mesure des dimensions d'un objet
en cavités résonnantes, |'évaluation de latempérature par radiométrie, la mesure de I'humidité d'un
matériau par le biais de ses caractéristiques, latélévision et les télécommunications par liaisons
hertziennes et spatiales. Les applications énergétiques reposent sur le fait que I'onde est utilisée comme
vecteur de puissance éectromagnétique. Cette derniere catégorie est rencontrée aussi bien dans les
foyers domestiques (chauffage, cuisson, décongélation) que dans I'industrie (séchage, réticulations,

extraction).



163

3.2. Technologie du four & micro-ondes-
Un four a micro-ondes est constitué de trois éléments principaux (Figure lILI1):

le générateur micro-ondes,
- le guide d'onde,

- la cavité micro-ondes.

réfrigérant -
9idcdo,d

» réactifs
cavite —

S [

ofib optqu

magnétron Fenétre de vision

1 antenne

Guide onde

Régulation

Sonde de température I

(A)

Figure 111.3. Schéma d'un four micro-ondes monomode (A) et multimode (B).

L es micro-ondes de forte puissance sont produites par des tubes a vide dont |e plus habituel est le
magnétron : il sagit d'une diode thermoionique composée d'une cathode chauffée qui émet des
électrons et d'une anode polarisée positivement par rapport ala cathode pour attirer les électrons par le

champ éectrique continu E. Ce champ a haute tension est produit par une alimentation électriquea 50

Hz a partir du secteur redresse.

L e guide d'onde permet de convoyer et de guider les ondes émises par |e magnétron. Le guide est
généralement un tube métallique ou un conducteur cylindrique dont la section droite est limitée par un

contour fermé pouvant contenir d'autres contours. Sa génératrice sera choisie comme axe de
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propagation. Deux modes de propagation peuvent exister : le mode TM (transverse magnétique), ou

bien, le mode TE (transverse électrique).

L'applicateur est une cavité fermée qui doit assurer le transfrt au matériau atraiter del'énergie
électromagnétique provenant du magnétron. Deux grandes catégories d'applicateurs existent les
applicateurs monomodes et |es applicateurs multimodes. Un applicateur est dit monomode lorsgue ses
dimensions géométriques sont choisies de telle sorte qu'a la fréquence de travail, il n'existe qu'une
configuration de champ. L 'énergie é ectromagnétique emprisonnée se réfléchit sur les parois et donne
lieu a des ondes stationnaires. Ce type d'applicateur permet ainsi |e contrdle précis du champ
électrique, il est cependant réservé aux matériaux de petit volume. L'applicateur multimode consiste en
une cavité suffisamment grande afin qu'il existe plusieurs types de configurations de champ. Le champ
électrique n'y est pas stable comme dans une cavité monomode et sa distribution varie. On préfére donc
utiliser des applicateurs multimodes pour le traitement des volumes importants, et des matériaux dont

les paramétres électriques et magnétiques varient peu
3.3. Principe du chauffage micro-ondes:

L e mécanisme du chauffage micro-ondes repose sur le fait que les molécules polaires, telles que I'eau,
ont des extrémités négatives et positives : ce sont des dipdles. En I'absence de champ éectrique, les
dipbles se trouvent orientés au hasard. Sous I'effet d'un champ électrique continu, les mol écules tendent
asorienter dans la direction du champ éectrique. Sous |'effet d'un champ électrique alternatif de
fréquence f les dipdles sorientent dans la direction du champ sur une demi aternance, se désorientent

lorsque le champ sannule et se réorientent dans I'autre sens pendant 1a seconde demi alternance : c'est

larotation dipolaire.

L'énergie électrique est convertie en énergie cinétique par cette rotation dipolaire. L'énergie cinétique
est ensuite transformée partiellement en chaleur. L'alignement des dipdles par rapport au champ
électrique est contrarié par les forces d'interactions entre molécules (les forces de liaison par pont
hydrogene et les forces de liaisons de Van der Waals) pouvant étre assimilées a des forces de
frottement internes qui existent dans les contacts solide-solide. Ces forces vont sopposer alalibre

rotation des molécules et de lafriction produite, nait le dégagement de chaleur (Metaxas et Meredith,



165

1983; Roussy et Pearce, 1995) Dans ce cas, une grande partie des mol écules soumises al'action du
champ micro-ondes ne tourne pas avec le changement alternatif du champ mais frissonne comme le
montre la Figure 111.4,

++4++++
Absence de champ Application d'un champ Application d'un champ

électrique électrique continu électrique haute fréquence

Figure 111.4. Frissonnement des dipdles soumisa uneirradiation micro-ondes.

Letransfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est compléement inversé par rapport au chauffage
conventionnel. Alors que le transfert de chaleur classique se transmet de I'extérieur versl'intérieur du
récipient, sous chauffage micro-ondes, le volume traité devient lui méme source de chaleur: on parle
de dégagement de la chaleur de l'intérieur vers |'extérieur du récipient. La paroi externe du réacteur est
plus froide que le milieu du réacteur dans le cas du chauffage micro-ondes, et inversement pour le cas
du chauffage conventionnel par double enveloppe, plague chauffante et flamme. C'est un mode de
chauffage instantané en volume et non en surface. Les phénomenes thermiques de conduction et de
convection ne jouent plus qu'un role secondaire d'équilibrage de latempérature. La Figure 111.5.
illustre ces deux modes de chauffage et présente le mécanisme du chauffage par micro-ondes et

I'inversion des phénomenes de transfert de chaleur induit.
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Composés dipolaires

Potation moléculaire
polarisation

Absence de champ électrique B :
P q Champ électrique haute fréquence

T(0

T(°0)
temps temps
T -
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aiaoae . d(cm)
diametre K diametre _bl  d(cm)
Chauflage cori vent. ionne (houffage mlcro-oQdes

Figure 111.5. Transferts ther miques sous chauffage conventionnel et micro-ondes.

3.4. Lesprocédés d'extraction assistés par micro-ondes-

3.4.1. L'extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESMO):

Ganzler et ai, en 1986, en Hongrie, furent les premiers a présenter une technique d'extraction par
solvant assistée par micro-ondes en vue d'une analyse chromatographique. Ce procédé consistait a
irradier par micro-ondes de la matiére, végétale ou non, broyée au préalable en présence d'un solvant

absorbant fortement les micro-ondes (Ile méthanol) pour I'extraction de composés polaires ou bien en

présence d'un solvant n'absorbant pas |es micro-ondes (hexane) pour I'extraction de composés
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apolaires. Cette technique se présentait, pour beaucoup, plus efficace qu'une méthode conventionnelle
et permettait de réduire les temps d'extraction et donc les dépenses en énergie. Les travaux sur
_. I'extraction par solvant assistée par micro-ondes ont continué d'avancer, et c'est en 1990 que |'équipe
canadienne de Paré (Paré et al, 1990) a déposé le premier brevet européen sur « |'extraction de
produits naturel s assistée par micro-ondes ». |1s proposaient d'irradier le matériel végétai en présence
d'un solvant transparent aux micro-ondes de type hexane et ou les micro-ondes atteindraient

directement les systémes glandulaires et vasculaires du végétal.
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Figurel11.6. L'extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESMO).

Des essais effectués par cette nouvelle technique notamment sur la menthe, soulignent a nouveau le
gain de temps ainsi qu'une qualité similaire des produits a celle obtenu par entrainement a la vapeur
classique. Par la suite, de nombreux brevets seront déposés par Paré et son équipe tant au niveau
américain qu'au niveau européen (Paréet al., 1990; Paré, 1994; Paréet al., 1991). Le procédé
original sera par |la suite quelque peu modifié et enrichi et seradénommé: MAP ™ (Microwave
Assisted Process). Il a pour vocation d'ére une méthode d'extraction utilisable pour un grand nombre

de matrices solides ou liquides telles que les végétaux mais aussi |es tissus animaux, les sols, les
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cosmeétiques ou les eaux polluées. Actuellement I'extraction assistée par micro-ondes (MAE:
Microwave Assisted Extraction) est plus généralement Citée dans les travaux publiés. En réalité, la
MAE et MAPTM sont toutes deux des techniques d'extraction par solvant assistée par micro-ondes. Un
pilote d'extraction des épices et aromates par latechniqgue MAPTM est présenté dans laFigure 111.6.

3.4.2. L'hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite (VMHD):

Le procédé VMHD ou Vacuum Microwave 1-lydroDistillation a été élaboré et breveté par |a société
Archimex dans les années 90, avant d'étre racheté par I'équipementier Pierre Guérin  (Mengal et
Mompon, 1994).Cette technique d'extraction, dont I'origine est I'hydrodistillation classique, est basée
sur |'utilisation conjointe des micro-ondes et d'un vide pulsé. Le matériel végétal traité, frais ou sec
(auquel cas on lui rgjoute la quantité d'eau requise) est soumis aux micro-ondes dont le role est
d'assurer le transfert de matiére, puis a un vide pulsé qui permet |'entrainement azéotropique des
substances volatiles a une température inférieure & 100°C. Cette opération peut étre répétee plusieurs
fois selon le rendement souhaité. D'apres les concepteursdu VMHD (Figure 111.7.), I'extraction serait
dix fois plus rapide que I'hydrodistillation pour un rendement équivalent et un extrait de composition
identique. Les notes «crues », les plus thermosensibles, semblent étre conservées apres une extraction

par VMHD contrairement a une hydrodistillation classique (Mengal et al., 1993; Toursell, 1997),

Figure 111.7. Hyclrodistillation assistée par micro-ondes sous pression réduite (VMHD).
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3.4.3. L'extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM):

En 2004, une méthode originale d'extraction des produits naturel s assistée par micro-ondes sans
solvant et sans eau a pression atmosphérique a été développée etbrevetée (Chemat et al., 2004a et b).
Basée sur un principe relativement simple cette méthode décrit une distillation seche assistée par
micro-ondes qui consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur micro-ondes sans gjouter ni eau
ni solvant organique. Le chauffage de I'eau interne ala plante permet la rupture des glandes contenant
I'huile essentielle. Cette étape libére I'huile essentielle qui est ensuite entrainée par |a vapeur d'eau
produite a partir de I'eau de la matiere végétale. Un systeme de refroidissement al'extérieur du four
micro-ondes permet la condensation du distillat, composeé d'eau et d'huile essentielle, de fagcon
continue et le retour de I'excés d'eau al'intérieur du ballon afin de maintenir le taux d’humidité propre
au matériel végétal (Figure111.8.). Ladistillation seche assistée par micro-ondes, a été appliquée a
deux types de plantes, les épices (Lucchesi et ai., 2004a) et les herbes aromatiques (Lucches et al.,
2004b). Pour les plantes aromatiques, |es rendements en huiles essentielles obtenus par ESSAM apres
seulement 30 minutes d'extraction sont identiques & ceux obtenus apres 6 heures d'hydrodistillation.
D'un point de vue qualitatif, on retrouve dans les huiles essentielles obtenues par ESSAM une

proportion plus importante de composés oxygenés, les plus valorisables sur le plan olfactif.
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Figure 111.8. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM).
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4. Recensement des brevets déposés concer nant I'extraction par micro-ondes de produits

naturelsd'origine végétale:

L 'extraction assistée par micro-ondes de produits naturels d'origine végétale afait I'objet de nombreux

travaux publiés dans des revues scientifiques mais auss du dép6t d'un certain nombre de brevets a des

niveaux nationaux, européens ou mondiaux (Tableau 11LI1.). Dans cette partie, un tableau répertoriant

les brevets concernant exclusivement |'extraction assistée par micro-onde de substances naturelles

d'origine végétale est dresse.

Tableau 111.1. Brevetssur |'extraction assistée par micro-ondes de produits naturels.

Référencedu Date Datede Nom des Titreoriginal du brevet
brevet d'enregistrement publication inventeurs
CA 2055390 13/11/1991 16/05/1992 JR.J. Paré Microwave assisted process for
extraction and apparatus therefor
US 5338 557 10/03/1993 16/08/1994 JR.J. Paré Microwave extraction of volatile
oils
WO 94/26853 11/05/1993 24/11/1994 P. Mengal, B. Procédé et installation d'extraction
Mompon sans solvant de produits naturels
par micro-ondes
US5377426 02/02/1993 03/01/1995 JR.J. Paré Microwave-assisted generation of
volatiles, ofsupercritical, and
apparatus therefor
El" 698 076 BI 10/05/1994 28/02/1996 P. Mengal, B. Procédé et installation d'extraction
Mompon sans solvant de produits naturels
par micro-ondes
CA2161 127 10/05/1994 24/11/1994 P. Mengal, B. Method and plant for solventfree
Mompon microwave extraction of natural
products
US5 458 897 12/08/1994 17/20/1995 JR.J. Paré Microwave-assisted extraction from
materials containing organic matter
US5519 947 24/10/1994 28/05/1996 JR.J. Paré Microwave-assisted generation Of

volatiles, ofsupercritical, and

apparatus therefor
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5. Recensement des plantes soumises a une extraction assistée par micro-ondes:

Depuis 1986, de nombreuses matrices, dont la matiére végétale, ont été soumises a une extraction
assistée par micro-ondes et ont fait I'objet de plusieurs expériences. En effet, le monde végétal nous
offre une multitude de plantes a valoriser d'un point de vue alimentaire, certes, mais aussi d'un point
de vue thérapeutique, cosmétique et dans le domaine de la parfumerie. Une grande partie des plantes
extraites par |les techniques assistées par micro-ondes appartiennent alafamille des Lamiacées. La
menthe, le romarin, le basilic ou le thym sont vraisemblablement les plus souvent cités. De grandes
familles au caractere aromatique comme les Ombelliféres, les Cupressacées ou encore les
Magnoliacées ont été étudiées. De la méme fagon, diverses parties de plantes susceptibles de contenir
— des glandes a huile essentielle, ont fait I'objet d'une extraction : les rhizomes du gingembre, les feuilles
ou feuillages de Lamiacées et |e bois de cedre. La composition des parties agriennes des végétaux reste
toutefois la plus étudiée. Le Tableau 111.2. recense |es plantes ayant fait I'objet d'une extraction de

leurs huiles essentielles ou des extraits aromatiques par extraction micro-ondes.
6 Parametres r égissant les extractions assistées par micro-ondes:

Lasynthése des travaux effectués montre que plusieurs parameétres doivent étre pris en considération

lors d'extractions assistées par micro-ondes.

Actuellement, la technique d'extraction par micro-ondes la plus utilisée est incontestablement
I'extraction par solvant assistée par micro-ondes (« MAE », ou « MAP »). Si sarapidité de mise en
oeuvre en fait une technique de choix pour I'extraction et plus particulierement pour celle de composés
aromatiques d'origine végétale, le produit obtenu n'est en aucun cas une huile essentielle. De plus,
— l'utilisation de solvant organique, présente certains inconvénients : contamination du produit fini,
probléme pour son éimination totale et sa valorisation future. Rappelons que I'industrie agro-

alimentaire applique des lois trés strictes sur 'origine des produits utilisés.



172

6.1. Rapiditédel'extraction:

Pour la majorite des plantes étudiées (Tableau IILL), le paramétre le plus valorisable est
incontestablement le temps d'extraction. Alors que I'ordre de grandeur temporel des extractions
classiques réalisées (hydrodistillation, hydrodiffusion, ou entrainement ala vapeur d'eau) est I'heure,
celui des extractions assistées par micro-ondes est en général la minute.

Tableau 111.2. Recensement des plantes soumises a une extraction par micr o-ondes.

Type
Famille - Espéces végétales P ) Résultats del'extraction Réf.
d'extraction

Alliacées

2-vinyl-1,3-dithi-4-ene: 49,4% (11D :0%, i
Ail (Alliumsativum L.) ESMO Haiff: 1.849%) Paré, 1994
1 ()

Annonacées
Rdmt: 1,5% en 30 min (1-1D: 1,5% en 2h) Stashenko et al.,
Xylopia arorncitica Lam. HDMO
2004 a
Composées
Estragon (Artemisia dracunculusL.) ESMO Jean et al., 1992
Collin etal.,
Tanaisie (Tanacetumwvulgare L.) ESMO
1993
Cupressacées
Cédre (Thuja occidentalis L.) ESMO Paré et al., 1991
L amiacées
Rdmt :2,1% (EV :2,1%) DeVaconcelos
Basilic (Occiumum americanum L.) EAMO ]
Silvaet al., 2003
Rdmt équivalent, ESSAM: 30 min et 1-ID 4h30  Lucches etal.,
Basilic (Occiumuni basilicum L.) ESSAM
2004 a
o ) De Vaconcelos
Basilic (Occiwnutn gratissirnum L.) EAMO ]
Silvaet a., 1999
Hysope (Hyssopus of cinalisL.) ESMO Rdmt: 0,4% en 50s (Hdiff: 0,5% en 2h) Jean et al., 1992
Marjolaine (Origanum marjorana L.) ESMO Rdmt: 1,17% en 50s (Hdiff: 1,00% en 2h) Jean et al., 1992
Rdmt :1,01% en 15 min. (1-ID: 1,04 % en 2h) Mengal et al.,
VMHD
1993
Menthe poivrée (Menha pi/erita L.) Rdmt : 0,296% a0,474% (IV: 0,3% en 2h) Paré et al., 1991
ESMO Spiro et Chen,
1995
o Rdmt équivalent, ESSAM :30 min et HD 4h30  Lucches etal.,
Menthe des jardins (Menthci crispa L.) ESSAM

2004 a



Monarde (MonardafistulosaL.)

Crigan (OrigcinumvulgareL.)
Romarin (Rosmarinus ofJ7cinalis L.)

Sariette (Saturefa horiensis Fiort.)

Sauge (Salvia officinalis L.)

Thym (Thymus vulgaris L.)

M agnoliacées

Anis étoilée (il hicium anisatum Hf.)
Myricacées

Myrte des marais (Myrica gale L.)

Gingembre (Zingi ber officinale Rose.)
Ombelliferes
Ajowan (C'arum ajowan L.)

Aneth (Anethum grave olens L.)
Carvi (Carumcarvi L.)

Coriandre (C'oriandrum sativum L.)
Cumin (Cuminumcyrninum L.)

Fenouil (Foeniculum vulgare Mill.)

Persil (Petrosilum crispum Mill.)

Verbenacét,s
Lippiaa(ba.Mill
LippiasidoidesChain.

Zingibéracées

Gingembre (Zingiber officinale Rose.)
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ESMO Rdmt: 1,49% (EV: 0,94%) Paré, 1994
ESMO Rdmt . 0,3% en 50s (1-ldiff. 0,5% en 2h) Jean et al., 1992
ESMO Chen et Spiro,
1995
ESMO Rdmt . 0.5% en SOs (I-1dif0 0.410 en 2h) Jean et al. 1992
ESMO Rdmt: 1,05% en 50s (Hdiff: 1,5% en 211) Jean et al., 1992
VMEID Rdmt . 2,55mL d'HEIIOOg mat. séche (2,77mL  Mengdl et al.,
d'FOE/IOOg mat. seche) 1993
Rdmt équivalent, ESSAM . 30 min et 1-ID 4h30 i .
ESSAM eq Lucches etal.,
2004a
Rdmt : 1,38% en 1h (HD : 4,16% en 811) Lucches etal.,
ESSAM
2004 b
Nanocosarje: 71,2% (ITD : 0%) Béanger et al.,
ESMO
1997
Rdmt: 1,97% (Soxhlet 2h: 1,00 o) Alfaro etal.,
ESMO
2003
Rdmt: 1,41% en 1h (HD . 3,34% en 8h) Lucches etal.,
ESSAM
2004 b
ESMO Rdmt: 0,25% en 50s (Hdiffi 0,75% en 2h) Jean et al., 1992
ESMO Rdmt . 0,22% en 50s (Hdiffi 0,23% en 2h) Jean et al., 1992
ESMO
Rdmt . 0,63% en 1h (HD . 4,3% en 8h) Lucches et al.,
ESMO
2004 b
ESMO Rdmt . 0,25% en 50s (Hdiff. 0,60% en 2h) Jean et al., 1992
Rdmt . 0,25% en 50s (Hdiffl 0,50% en 2h) Jean et al., 1992
ESMO
Rdmt: 0,18% en 60s (EV: 0,225% en 2h) Paré etal., 1991
Rdmt: 0,69% en 30 min. (HD : 0,7% en 2h) Stashenko et al.,
HDMO
2004 b
Extraction totale: 5 min (EV :90 min.) Craveiro et al.,
EAMO
1989
ESMO Rdmt: 1,97% (Soxhlet 2h: 1,00%) Alfaro et al., 2003
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6.2. Choix du solvant:

Les solvants les plus utilisés dans I'extraction par solvants sous micro-ondes sont I'hexane, |e toluene,
le tétrachlorure de carbone, le dicFlorométhane et I'éthanol, Si le solvant est transparent aux micro-
ondes, c'est-a-dire s'il posséde une permittivité faible, c'est le matériel vegétal qui captera directement
le rayonnement micro-ondes. En revanche, si le solvant absorbe les micro-ondes, le chauffage sera
plutét un chauffage de type conductif: les micro-ondes vont permettre le chauffage du solvant et ce
dernier par conduction chaufferale matériel végétal. Le choix du solvant va donc déterminer le type de

chauffage et par conséguent le mécanisme d'extraction et la composition du produit final.

D'aprés Spiro et Chen (1995), lors de I'extraction des constituants aromatiques des feuilles de menthe
poivreée, |'utilisation de I'hexane (solvant apolaire et transparent aux micro-ondes) donne des résultats
exceptionnellement élevés pour les concentrations en | ,8-cinéole et en menthol. L'observation au
Microscope Electronique a Balayage (MEB), arévélé la rupture d'un grand nombre de glandes

Sécrétrices contrairement aux autres extractions ou les glandes sont déformées ou endommagées mais

ou aucune rupture n'est notée.

6.3. Puissance micro-ondes appliquée:

A quelques exceptions prés, les puissances appliquées sont relativement élevées (supérieures a 500 W)
par rapport ala quantité de végétal atraiter (inférieure a 100 g). Cependant |a quantité de puissance
appliquée est étroitement liée au temps d'extraction ainsi qu'a celle de latempérature de lamatrice. Au
cours de |'extraction par solvant assistée par micro-ondes, |es puissances appliquées sont jusqu'a 45
fois supérieures ala masse de végétal atraiter, maislestemps d'extraction varient entre 10 secondes et
une minute. L'hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide pulsé (VMHD) nécessite des

puissances sensiblement plus élevées (1200 W) pour des temps d'extraction de 15 minutes.

L 'extraction sans solvant assistée par micro-ondes applique des puissances en rapport direct avec la
quantité de matiére végétale atraiter d'ou la notion plus appropriée de «densité de puissance ». Cette
valeur est généralement de 1 a 2 Watts par gramme de matiére végétale traitée en fonction de son degré

d'humidité.
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6.4. Composition chimique:

D'un point de vue quantitatif, I'extraction assistée par micro-ondes dans son ensemble, apporte des
résultats extrémement intéressants par rapport aux méthodes classiques utilisées comme références.

Dans lestravaux cités dans le Tableau 111.2. ces méthodes de référence sont I'hydrodiffusion,
I'entrainement ala vapeur d'eau ou bien I'hydrodistillation. Dans tous les cas, |es temps d'extraction
des techniques de référence sont supérieurs a 90 minutes. Les rendements en huiles essentielles ou en
extraits aromatiques obtenus par |es techniques assistées par micro-ondes sont généralement du méme

ordre de grandeur ou supérieurs a ceux obtenus par des méthodes de références pour des temps

7 d'extraction beaucoup plus faibles (10 s a 15 minutes). D'un point de vue qualitatif, les différences

-

interviennent surtout au niveau des pourcentages de certains composeés aromatiques. Lors de
I'extraction des feuilles de myrte des marais, |e pourcentage de nonacosane dans |'extrait micro-ondes
sélévea 71,2 %, aorsquil est nul dans!'huile essentielle obtenue par hydrodistillation. Au contraire,
le pourcentage de myrcéne trés faible dans I'extrait micro-ondes (0,4 %), passe a17,4 % dans |'huile

essentielle (Bélanger et al., 1997).
6.5. Effet des micro-ondes sur le matériel végétal:

Des photographies au Microscope Electronique a Balayage de graines de cardamome soumi ses aux
deux techniques d'extraction ESSAM et HD ont été réalisées. Cette étude a permis d'observer |'état
des canaux avant et aprés |'extraction (Paréet B8anger, 1997). Les changements relevant de
I'extraction assistée par micro-ondes apres 60 minutes, sont spectaculaires. I1s montrent des parois

cellulaires endommagées. Ceci confirme I'explosion signalée par Paré et Bélanger (Lucchesi, 2005),

7 produite au niveau de la paroi cellulaire conséquente a l'augmentation soudaine de latempérature. Ceci

concorde avec le mecanisme propose par Paré et Bélanger (L ucchesi, 2005) et Chen et Spiro (Chen
et Spiro, 1995) pour |'extraction assistée par |es micro-ondes des extraits de feuilles de romarin en
présence d'hexane. Par ailleurs, la micrographie de I'hydrodistillation signale que quelques parois

cellulaires sont toujours uniformes et que leurs contenus sont toujours inchangés.
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1. Introduction:

Dans ce chapitre, nous présentons la technique d'extraction par Soxhiet assistée par micro-ondes
(M.I1.S) qui afait I'objet d'une étude publiée (Beghdad et al., 2008) dont le théme est: "Rapid, clean
and eco-friendly microwave extraction process for the determination of fat and OU. application to green
vegetables'. Cette technique combine les avantages de |'extraction par Soxhiet (I'extraction renouvel ée

par un solvant pur) et le chauffage micro-onde (réduction du temps d'extraction). L'ensemble des

paramétres des deux méthodes ont été établis selon la méthode | SO 659-1988 (1 SO 659-1988).

L 'énergie des micro-ondes semble étre la clef qui permet d'atteindre les objectifs émis et soutenus par
une certaine chimie verte écologique. A I'échelle moléculaire, le processus relevant de |'extraction aux
micro-ondes n'a pas encore atteint en chimie la maturité de la compréhension comme dans les autres
themes. Un tel challenge est quelque peu ambitieux et exige une approche bien particuliere. Le concept

de I'extraction aux micro-ondes est dé§ja devenu une issue importante dans la chimie des produits

naturels.

Il a été montré clairement que les conditions opératoires du M.I.S. sont parfaitement adaptées ala
synthese organique assistée par micro-ondes, car les réactions peuvent étre effectuées sans danger sous
pression atmosphérique en présence de quantités importantes de produits (Perreux et Loupy, 2001).
Le MIS aété concu suivant le concept du solvant libre par synthese micro-ondes. Quand la méthode de
Soxhlet a été couplée aux radiations micro-ondes, elle Sest avérée étre tres efficace comme technique
écologique et économique. Les principales améliorations et simplifications apportées ala méthode
conventionnelle sont la rapidité d'exécution, et I'augmentation du rendement et de la pureté du produit.

A partir de la, laméthode MIS sest vue étre appliquée al'échelle industrielle.

Plusieurs travaux ont été réalisés afin d'améliorer I'extraction par Soxhlet (Luquede Castro et
Garcia-Ayuso, 1998). En 1974, Randall adéveloppé un nouveau dispositif de I'extraction par Soxhlet,
en proposant trois étapes. ébullition, rincage et élimination du solvant (Randail, 1974). Ultérieurement,
ce dispositif a été labellisé sous e nom de Soxtec System HT (Gerhardt, Bonn, Allemagne) ou
Soxtherm (Foss, Eden Praire, MN, USA) par différentes compagnies avec une automatisation totale.

La méthode de Randail était moins longue que la méthode de Soxhiet classique, car I'échantillon a été
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immergé dans du solvant chaud, ce qui a entrainé un accroissement du transfere de masse, une
augmentation du taux de solubilité et de diffusion et une meilleure cinétique de solubilisation (Majors,
2006).

En 1998, Laguede Castro et aL ont présentés une nouvelle technique d'extraction appel ée "focused
microwave-assisted Soxhiet extraction” (FMASE), utilisant deux sources d'énergie a savoir les micro-
ondes appliqués dans |la chambre d'extraction du Soxhiet modifié et qui est une énergie auxiliaire
accélérant le processus, et |e chauffage électrique appliqué dans le flacon de distillation (Luque-
Garcia et Lugue de Castro, 2004a). Différentes améliorations ont été apportées a cette technique,
comme |'automatisation, la possibilité d'une part de récupérer toute la quantité du solvant utilisée et
d'autre part d'utiliser I'eau comme solvant et aussi |e choix du volume de solvant a chaque cycle
d'extraction. Ce systeme a été utilisé pour la détermination de lateneur d'huile et sa composition en
acides gras des graines des oléagineuses (Garcia-Ayuso et Luque de Castro, 1999 ; GarciaAynso et
al., 2000), des lipides de produits carnés (Priego-Lopez et al., 2003), delamatiére grasse des
fromages (Garcia-Ayuso et al., 1999) et des produits de boulangerie (Priego-Capote et aL., 2007).

2. M.LS: Dispositif et Mode Opératoire (selonlebrevet EP et PCT de Chemat €t al., 2007):

L e principe du nouveau processus de M.1.S. est illustré dans la figure 111.9. Cette nouvelle technique
d'extraction utilisant I'énergie micro-ondes a été dével oppée et brevetée en collaboration avec lafirme
Milestone ETHOS des fours micro-ondes. Le dispositif M.J.S. est une combinaison originale entre un

chauffage micro-onde et une distillation a pression atmosphérique. Ce dispositif a été concu al'échelle

d'application au laboratoire dans I'extraction des huiles qu'elles soient essentielles ou fixes des

différentes espéces végétales.
2.1. Description du dispositif M.1.S.:

Le réacteur micro-onde est multimode et posséde deux magnétrons (2 * 800 W, 2.45 GHz) avec un
maximum de puissance délivrée de 1000 W. Latempérature est control par d'une part un
thermocouple (ATC-300) inséré directement al'intérieur du récipient a échantillon et par d'autre part

un détecteur infrarouge externe. Le récipient (1) est en réalité un ballon traditionnel en verre afond
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rond, contient le matériel solide (échantillon) et il est approprié aux réactions micro-ondes. .Dans ce
ballon et au-dessous de I'échantillon, il y aun barreau d'agitation en polytétrafluoroéthyléne/graphite
(PTFE) qui est capable d'absorber |es micro-ondes au fond du ballon. L'utilisation de ce barreau
T d'agitation permet la diffusion de la chaleur par convection créée par les micro-ondes autour du ballon.
li est particuliérement utile surtout dans e cas ou le solvant est transparent aux radiations micro-ondes
c'est-a-dire que le solvant n'est pas capable d'absorber les micro-ondes. Le ballon contient un support
(3) interne pour permettre la disposition du matériel solide (2), ce support qui en fait poreux est
constitué d'un matériel (PTFE) qui peut ou pas absorber |es radiations micro-ondes. De préférence, le
support doit étre placé a une distance bien déterminée au-dessus du fond du ballon. Ceci présente
- I'avantage que le matériel solide (2) placé susdit sur le support peut étre facilement retiré du solvant

résiduel récupéré au fond du ballon alafin de I'expérience.

Figure 111.9. a)Principe du nouveau dispositif MIS. 1: ballon; 2: matériel solide; 3: support; 4a niveau du n
hexane avec échantillon immergé; 4b: niveau du n-hexane au-dessous de I'échantillon; 5: tube d'extraction; 6:
bras |atéral; 7: réfrigérant; 8: valve a 3-voies; 9: ouverture du bras latéral pour collecter le n-hexane; 10:
ouverture du bras latéral pour créer le vide dans le systéme; 11: ouverture sur la face supérieure du four micro-
onde; 12: four micro-onde; 13: barreau d'agitation magnétique Weflon. b) Dispositif M.1.S.
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Cedispositif comporte aussi un tube d'extraction (5) en verre placé au-dessus du ballon. Ainsi, le four
micro-onde (12) est muni d'une ouverture au niveau de sa face supérieure (1 1) pour permettre au tube
d'extraction qui se raccorde ala partie supérieure du ballon de sétendre de I'intérieur du four micro-
onde jusqu'a l'extérieur.

Letube dextraction (5) présente un braslatéral (6) contenant au moins une valve et une ouverture (9)
qui selon I'gjustement de lavalve, le solvant peut étre reflué vers le bas du bras latéral (6), puisa
I'intérieur du tube d'extraction (5) et éventuellement dans le ballon (1). Cependant, quand la valve est
g ustée conformément, le solvant reflué peut étre collecté a partir de I'ouverture (9). En outre, le bras
latéral est doté d'une autre ouverture (10) qui, selon I'application, peut étre utilisée pour créer le vide

dansle systéme.

Un réfrigérant (7) est placé au-dessus du tube d'extraction (5) afin de permettre au solvant présent dans
le ballon d'étre reflué sur les irradiations micro-ondes. Le reflux du solvant permet la percolation

itérative de I'échantillon ainsi que I'accroissement du rendement de I'extraction.

2.2. Mode opératoiredu M.I.S..:

Le matériel solide est extrait par immersion de |'échantillon dans |e ballon contenant le solvant sous
reflux et percolation répétée avec le méme solvant organique. Les quatre étapes du processus sont

précédées par |a préparation du matériel.
2.2.1. Préparation du matériel:

Un barreau d'agitation magnétique Weflon est placé dans e ballon (1) et un support (3) filtre a PTFE
est gjouté. Une quantité d'échantillon (2) est chargé sur le support (3) et 300m1 de solvant (n-hexane)
est gjouté afin dimmerger I'échantillon (4a). Ensuite, le ballon est placeé dans le four micro-onde (12) et

vissé avec le tube d'extraction (5). Leréfrigérant (7) est placé au-dessus du tube d'extraction et le

systeme est amorce.



181

2.2.2. Processus:

L es quatre étapes du processus sont comme sulit:

- le solvant est chauffé jusqu'au point d'ébullition par les micro-ondes et remué avec un barreau
d'agitation magnétique Weflon (13). Les vapeurs du solvant pénetrda travers I'échantillon et |a
condensation alieu dans le réfrigérant. Ensuite, les vapeurs du solvant condensées ie sécoulent goutte

agoutte sur I'échantillon en gjustant la valve atrois voies (8). L'extraction est réalisee en 13 mm,

- le niveau du solvant dans |e ballon a diminué au-dessous de I'échantillon (4b) en gjustant lavalve a

trois voies conformément pendant 2 mm,

- lalixiviation est répétée avec seulement du solvant neuf et propre pendant 17 min en gjustant la
valve de telle sorte que les vapeurs du solvant condensées sont dirigées al'intérieur du tube

d'extraction,

- enfin, le niveau du solvant sera diminué afin de concentrer |'extrait.

2.1 Optimisation du M.LS.:

Toutes les surfaces de réponse présentées dansla figureHLIOa-c, ont des points maxima. Par
conséquent, I'optimisation de la surface de réponse se trouve dépendante de trois variables, a savoir, le
temps d'extraction, le temps de lixiviation et la puissance d'irradiation. Les conditions optimales
obtenues a partir des premieres dérivées des équations polynomiales de second ordre sont dérivées une
seconde fois. Les dérivées sont alors rendues nulles et résolues en un systeme d'équation. Les valeurs
codées obtenues a partir de ces équations sont ainsi décodées et arrondies afin d'étre appliqué au
dispositif. Les valeurs obtenues correspondantes aux conditions optimales sont comme suit: 13 min

pour le temps d'extraction, 17 min pour le temps de lixiviation et 720 W pour la puissance d'irradiation.
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Puissance MO = 600 W

ape de lessivage

Etape d'extraction

Etape d'extraction = 12 min

£ yissance MO
Etape de lessivage

Etape de lessivage = 12 min

0 - 1 “uissance MD
Etape d'extraction

Figure 111.10. Surfaces obtenues par une étude avec rnultivariation: (a) estimation du rendement, du temps d'extraction, de

la puissance (surface de réponse), (b) estimation du rendement, du temps de lixiviation, de la puissance (surface de réponse)

et (¢) estimation du rendement, du temps d'extraction, du temps de lixiviation (surface de réponse).
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3. M.I.S. Colt, Energie et Ecologie:

MIS. est proposée comme une méthode d'extraction écologique et propre, appropriée pour la
préparation de I'échantillon avant I'analyse des huiles et des lipides et évite I'utilisation de grandes

quantités d'eau et de volumineux récipients d'extraction.

Tableau 111.3. Compar aison du temps d'extraction, d'éner gie, de quantité de CO2 émise et de

récupération du solvant pour I'extraction Soxhiet et M.I.S.

] Récupération
Méthodes ) i Quantité de CO,émise
Temps d'extraction | Energie (kwh) ) du solvant(
d'extraction (g CO,1g d'huile)
%)
Soxhlet 8h 8 600 <50
M.1.S. 0.5h 0.5 40 90

Laréduction du colt de |'extraction est clairement avantageuse et en faveur de laméthode M.1.S. en
terme d'énergie, de temps et de solvant utilisé. Si on analyse les données du tableau 111.3., on peut
émettre quel ques observations importantes.

On remarqgue tout d'abord, concernant le temps d'extraction que la méthode conventionnelle (Soxhiet) e
nécessite 8h , alors que laméthode M.T.S. nécessite un chauffage de 32 min seulement. L'énergie
nécessaire pour laréalisation d'une extraction est de 8 kWh pour le Soxhiet (Energie électrique pour le
chauffage et I'évaporation) et elle est seulement de 0.5 kWh pour MIS. (Energie électrique pour
alimenter le micro-onde), dans ce cas précis la puissance de consommation a été mesurée grace aun
Wattmetre alimentant le générateur de micro-onde et I'appareil de chauffage électrique. Quant a
i mpact environnemental, déterminé par la quantité de CO , émise..dans |'atmosphere, la quantité
calculée est plus élevée pour Soxhlet (600 g CO2.9*1 d'huile) que pourM.1.S. (40 g CO2.g' d'huile).
Ces calculs sont basés sur I'hypothése émise dans lalittérature qui dit qu'on obtient 1 kWh a partir de
combustible ou de charbon, 800 g de CO2 sera émis dans |'atmospheére durant la combustion du

carburant fossile (Bernard, 2001).
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Plusieurs expériences ont été réalisées dans le but de mesurer |a capacité de chacune de ces techniques
a permettre larécupération du solvant. L'extraction M.I.S. permet une récupération de presque 90 % du
solvant utilisé, alors que plus de 50 % du solvant est perdu au cours des études réalisees par le Soxhiet.
Aujourd’hui, dansle monde il est estimé que 100.000.000 L de solvant sont consommeés par an dans les
analyses de laboratoire. M.I.S. apparait donc comme un processus d'extraction écol ogique économisant

I'énergie et limitant les pertes de solvant, ce qui est en ce moment, la clef du défi de la planete pour

préserver |'environnement.

4. Légumes:

Une comparaison des résultats obtenus par Soxhiet micro-ondes et par Soxhiet classique nous
permettrait d'évaluer les possibilités d'extraction du Soxhiet assisté par micro-ondes pour I'extraction
de matrices contenant de petites proportions d'huile. Les acides gras issus des |égumes verts, sont
réputés pour contenir majoritairement de I'acide a-linolénique (C18:3 A °---- ou C18:3

mol écul e réputée pour son action de protection cardiovasculaire (effets anti-thrombotiques, anti-
arythmiques, etc.). Les essais ont été réalisés sur du cardon (Cynara cardunculus), du chou (Brassica
oleracea) et de lamauve sylvestre (Malva sylvestris L.) al'aide des conditions optimisées déterminees

précédemment. L es résultats obtenus sont présentés dans le tableau 111.4. ci-dessous:

Tableau 111,4. Rendements d'extraction et composition en acides gras obtenus par Soxhlet

assisté par micro-ondes et Soxhlet conventionnel pour les extraits de cardon, chou et mauve.

. Cardon (% chou (%,) Mauve (%,)

Na. Acidesgras Soxiziet SAM Soxhiet SAM Soxhiet SAM
| Palmitique C16:0 23,5 232 14,8 145 16,3 16,4
2 Palmitoléique  C16:1 8,3 81 0,9 0,9 18 19
3 Stéarique C18:.0 6,2 6,3 18 19 48 4,9
4 Oléique C181 84 8,1 73 7,2 54 53
5 Linoléique C18:2 19,2 193 239 24,6 135 13,6
6 Linolénique C18:3 29,8 29,7 49,5 49,6 53,5 53,8
7  Arachidique C20.0 18 19 0,6 0,6 32 3,2
_ Autres 28 34 1,2 0,7 15 0,9

Rendement (%) 1,25+0,05 124+004 130:F004 125+0,06 263+005 2,65+0,05
Temps d extraction  (mm) 480 32 480 32 480 32

SAM: Soxhiel assislé par micro-ondes
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Généralement, il peut étre constaté des rendements d'extraction relativement équivalents entre les deux
méthodes employées; en prenant pour référence les rendements obtenus par Soxhlet, la méthode de
Soxhlet assisté par micro-ondes nous permet d'obtenir des rendements oscillant entre 96 % et 101 % de
recouvrement en fonction de la matrice étudiée. Le nombre et |a proportion relative d'acides gras
identifiés dans ces différentes plantes est en accord avec lalittérature réalisée sur ce sujet. Comme
envisage, |'acide gras mgjoritaire est I'acide linolénique (C18:3) avec une proportion relative d'environ
29 %, 49 % et 53 % pour le cardon, le chou et |la mauve respectivement. Les autres acides gras
majoritaires dans ces différentes plantes sont les acides palmitique (C16:0) et linoléique (C18:2). Les
acides pamitoléique (C16:1), stéarique (C18:0), oléique (C18:1), et arachidique (C20:0) sont
également présents, mais ont été identifiés avec une aire de pic chromatographique moins
prédominante. Dans cette application, la méthode de Soxhlet assisté par micro-ondes permet
d'accélérer de fagcon significative les rendements d'extraction tout en offrant des résultats quantitatifs et
qualitatifs satisfaisants. La technique semble étre adaptée a la détermination de matieres grasses dans

les matrices végétal es contenant peu d'acides gras.

5. M écanisme d'extraction:

L 'extraction des acides gras par Soxhiet assisté par micro-ondes peut avoir lieu grace al'un des deux

mécani smes proposés ci-dessous ou probablement al'aide d'une combinaison des deux:

L6 mécanisme: Pour une matrice possedant une forte constante diélectrique, une extraction
efficace peut étre réalisée en utilisant uniquement I'énergie micro-onde. L'irradiation micro-
ondes engendre une expansion importante de la matrice provoquant une rupture destissuset de

facto, une diffusion de I'huile au travers de la couche détruite.

- 2' mécanisme. Leshuiles et matiéres grasses contiennent des composés organi ques SUpposes
pouvoir absorber fortement I'énergie micro-ondes. Des composes ayant un fort ou bien faible
moment dipolaire pourront étre extraits dans différentes proportions al'aide du Soxhiet assisté
par micro-ondes. Une partie de |'énergie apportée par I'irradiation micro-ondes peut étre
utilisée pour le chauffage du solvant al'aide de |'agitateur magnétique en Weflon, et une autre

partie est utilisée pour extraire les matieres grasses al'intérieur de |'échantillon.






D'aprés les données des bilans alimentaires établis par la FAO, les consommations totales dans le
monde en 2005, atteignaient 145 kg par personne pour les légumes et 84 kg pour les fruits. Cette
consommation par personne pour l'ensemble des fruits et des Iégumes croit régulierement depuis la fin
des années 70, et tend e étre stable pour les bli urnes euujis k déb du 71eme

consommation croissante de Cuits.

L' alimentation et les habitudes de vie ont un role important dans la prévention des maladies. La mise
en évidence de possibles effets protecteurs de nombreux constituants des fruits et légumes a stimulé un
intérét particulier pour liétude de leurs propriétés cliniques et pour préciser la nature de la relation entre
la consommation de F&L et les principales maladies chroniques. La relation entre la consommation des
fruits et légumes et la santé peut étre résumée en

apport en micronutriments;

réductions des apports énergétiques;

protection contre les maladies chroniques.

La flore méditerranéenne est Lune des plus riches au monde et posséde de nombreuses planter
utilisées en alimentation. Nous avons entrepris une étude phytochimique sur trois légunes cardon Cynurr

camduncuius, de la mauve Maiva sylvesteis et du chou vert Brassica cleraceae.

Cardon Cynara cardunc alus est un légume qui est caractérisé par une teneur élevée en protéines
avec une composition en acides aminés essentiels trés satisfaisante dont la méthionine est k
facteur limitant. Il posséde une quantité de matiére grasse qui n'a aucune incidence significathe
sur 1'appor énergétique. La présence seulement des acides gras de taille moyenne (compris entre
C et C,8) dans lhuile du cardon lui confére une certaine viscosité et fluidité qui influencent sa
nature et son utilisation au laboratoire. Nos tests phytochimiques ont confirmés la forte présence
de tannins, de fiavonoides et d'alcaloides dans le cardon. La CCM nous a permis de mettre en
évidence la présence des tannins ci des tlavoiioides et I'absence des alcaloides. L'étude du
pouvoir antioxydant des extraits des flavonoides du cardon a montrée une diminution importante

de labsorbance a des doses trés faibles comparée aux courbes de réduction de Pabsorbance des

antioxydants standards.



Mauve Malva sylvestris est une véritable source de protéines avec une bonne valeur biologique
comparée a celle du soja et du blé, déficiente seulement en méthionine et en isoleucine L'huile
de lamauve est trés riche en acides gras essentiels tel s que I'acide linolénique et |'acide
iinoléiq ne, ce qui est un bon arceument pour lasanté .hendi *  présence des onlypleincis et

inhibiteurs de trypsine dans les extraits de mauve est sans danger sur la santé humaine. L'éude

delaCCM dés fractions de mauve a montre la présence marquée de flavonoides,

(Chou vert Brassica oieraceaeprésente une similitude dans son profil en acides aminés avec celui
des autres |égumes étudiés en bibliographie, nous remarquons la forte présence des acides
dicarbontiques et |a déficience des acides aminés soufrés. Son huile est tresriche en acides gras

essentiels et 1a présence de composés antinutritionneis n'influe pas sur savaleur aimentaire. La
CCM nous a permis de confirmer la présence des tannins et des fiavonoides. Ces derniers

possedent un pouvoir antioxydant similaire a ceux des iffémentes espéces de choux étudiés eu

littérature.

L orsgue nous comparons nos trois especes de légumes, elles semblent avoir des composés en commun
et des profils similaires mais peuvent ftre di fférenciés soit par la quantité soit par la concentmadon d'un

compose chimique

Concernant la partie innovation de cette thése, 11 e été montré que le Soxhiet assisté par microondes

peut étre une bonne alternative par rapport au Soxhlet traditionnel tout en offrant le méme rendement
mai's avec un temps, une gquantité de solvant et une consommation d'énergie réduites. | €est appropn

pour les analyses de contréle de qualité de routine des lipides et des huiles a partir des plantes ou des

produits alimentaires L efficacité d:e laméthode MALS. est considérablement plus importante que celle
de laméthode Soxhiet conventionnelle, si on tient compte de la rapidité de I'extraction, du recyclage du
solvant au cours de la concentration de I'extrait, de |économie de I'énergie utilisée et enfin de la

propreté du processus puisqu'il réduit les émanations toxiques qui peuvent influer, de point de vue
écologique, sur le changement de climat entrainant le phénomeéne effet de serre.

Nos perspectives de recherche sorientent vers | utilisation de technologies innovantes d'extraction

pour lavalorisation de laflore locale. Cette voie de recherche est d'une part fondamentale mais elle est

auss appliquée vu les applications industrielles qui en découlent.
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I Courbe d'étalonnage du dosage des sucrestotaux: En paralléle le dosage des sucres
totaux on doit tracer une courbe d'étalonnage d'un sucre de référence dans ce cas il sagit du
glucose. La gamme d'étalonnage est effectuée de La fagon suivante:

Une solution mére de glucose est préparée a une concentration de | % (0.1 g!». A partir de cette
derniére, on prend 1 ml et on compléte le volume par I'eau distillée jusqu'a 100 ml.

Ensuite, on prépare des dilutions de différentes concentrations: 0.01 g/l, 0.025 gJl, 0.04 g/, 0.06
g!l, 0.075 gfl et 0.1 g/l (ou tg/ml).

De chague concentration, on prend 1 ml auquel on gouteral ml de phénol a5 % et 5 ml d'acide
sulfurique 298 %.

On maintient les tubes dans une étuve pendant 5 min a 105°C, ensuite on les laisse dans
I'obscurité pendant 30 min.

Enfin, on lit la densité optique de chaque concentration & 490 nm et on trace la courbe
d'éalonnage

DO=f(C)

Avec: C: concentration en iglml
DO : densité optique.

12
R =0,9996

0 20 40 60 80 100 120
D (+) Glucose (pg/ml)

Courbe d'étalonnage du glucose pour |e dosage des sucres totaux.
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o Courbe d'étalonnage du dosage des phénolstotaux : En paralléle le dosage des phénols
totaux on doit tracer une courbe d'étalonnage d'un composeé phénolique de référence dans ce cas
il sagit de I'acide gallique. La gamme d'étalonnage est effectuée de la fagon suivante:

A partir d'une solution mere d'acide gallique de concentration massique 0.5 g'1 des dilutions sont
ainsi préparées de concentrations allant de 0.001 g!! jusgu'a 0.007 g!!.

1700 pi de chaque solution est introduite dans des tubes a essai suivi de 300 pi du réactif de Folin
Ciocalteu (10 fois dilué dans I'eau).

Aprés3 MM, 0.5 ml de Na2 CO; a 7.5 % ont été gjoutés, puis ces solutions sont mai ntenues dans
I'obscurité pendant 30 min atempérature ambiante.

Lalecture de I'absorbance de chaque solution est effectuée a une longueur d'onde de 660 nm
contre un blanc (sans I'acide gallique).

o . L o

- R*=0.9957

91 ¥ 1 S k e g T S ]
0.1 0.2 0.3 0.4 0.6

Concentration (mg/ml) d'acide gallique

Courbe d'étalonnage de I'acide galligue pour |e dosage des phénols totaux.
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* Courbed'étalonnage du dosage des flavonoides : En paralléle e dosage des phénols
totaux on doit tracer une courbe d'étalonnage d'un flavonoide de référence dans ce casil sagit de
la catéchine. La gamme d'étalonnage est effectuée de la fagon suivante

A partir de la solution mére de catéchine préparée dans du MeOH et de concentration massique
de 1 g/l desdilutions sont ainsi préparées de concentrations allant de 0.1 g/l jusqu'a 0.8g |I.

A 0.25 ml de chaque dilution on gjoute 1.25 ml d'eau distillée puis 75 pi de NaNO;, a5 %, Le
mélange est laissé atempérature ambiante pendant 6 MM, puis on gjoute 150 til dA1CI ; A0 %.

Le mélange est laissé pendant S min atempérature ambiante. Ensuite 0.5 ml de NaOH 1M est
additionné et gjusté le volume avec de |'eau distillées jusqu’ a3 ml.

Enfin la solution est bien mélangée et |'absorbance est mesurée immédiatement contre un blanc a
une longueur d'onde de 510 um.

18 4 .
o © R*=0.9837

t»;
IO
024
m “ :‘, - L T . ) .!. ‘ L ' . , . .

0.2 0.3 0.4 0.6 0.8

Concentration (mg/ml) de catéchine

Courbe d'étalonnage de |a catéchine pour |e dosage des flavonoides.
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A minognuime des acides aminés des étalons

h (C

. Tests phytochimiques:

1- Matériel végétal épuiseé avec I'eau chaude: Dans un ballon surmonté d'un réfrigérant, mettre
50 g de matériel végétal pulvérisé en présence de 300 ml d'eau. Porter |'ensemble a reflux
pendant 1h. Filtrer le mélange afin d'obtenir |'extrait aqueux qui sera soumis a différents tests
phytochimiques.

1.2 - Tanins: Traiter iml de I'extrait agueux avec imi d'eau et 1 a 2 gouttes d'une
solution diluée de FeCl ;. L'apparition d'une coloration vert foncée ou bleu-vert indique la

présence de tanins.

2 - Matériel végétal épuisé avec I'éthanol: Dans un ballon monocol, surmonté d'un réfrigérant,
mettre 50 g de matériel végétal en présence de 300 ml d'éthanol. Porter I'ensemble a reflux
pendant 1h. Filtrer le mélange, ensuite soumettre I'extrait éthanolique aux testes suivants

2.1- Alcaloides: Evaporer 20 ml de la solution éthanolique a sec. Ajouter 5 ml d'HCI 2N
au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange puis diviser lefiltrat en deux parties
égales. Traiter la premiére avec quel ques gouttes du réactif de Mayer et la seconde avec le réactif

de Wagner.

2.2 - Flavonoides: Traiter 5 ml d'extrait alcoolique avec quel ques gouttes d'HCI
concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence de flavonoides est mise en évidence si
une couleur rose ou rouge se dével oppe en espace de 3 min.

2.3 - Tanins: A1 ml de solution alcoolique, ajouter 2 ml d'eau et 2 A 3 gouttes de solution
de FeCl ; diluée. Un teste positif est révélé par |'apparition d'une coloration bleu noire, verte ou
bleu verte et un précipité, selon que les tanins sont cathéchiques, galliques ou élagiques.
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3 - Matériel végétal épuise avec I'éther diéthylique: Dans un ballon, surmonté d'un réfrigérant a
reflux, mettre 50 g en présence de 300 ml d'éther diéthylique. Porter I'ensemble areflux
pendantlh. Filtrer le mélange et |e soumettre au test suivant:

3.1- Alcaloides: Evaporer |IOmi de la solution éthérigbe. Dissoudre le résidu obtenu dans
1,5ml de}ICl a2 %. Ajouter alasolution aqueuse alcaline | a2 gouttes du réactif de Meyer. La
formation d'un précipité blanc jaunétre indique la présence des al cal oides bases.

o Préparation des réactifs nécessaires alaréalisation des tests phytochimiques:

- Réactif de Mayer: D'une part dissoudre 1.358 g de HgC12 dans 60 ml d'eau et d'autre part 5 g
de U dans 10 ml d'eau. Méanger les deux solutions puis gjuster |e volume total a 100 ml avec de

I'eau distill ée.

- Réactif de Wagner: Dissoudre 2 g de M et 1.27 g de 12 dans 75 ml d'eau. Ajuster le volume
total 2100 ml avec de |'eau distillée.

e Préparation des réactifs nécessaires ala chromatographie sur couche mince:

- Réactif ala Vanilline sulfurique (Révélateur polyvalent) : Préparer une solution composée de 1
g de vanilline, 2 ml d'acide sulfurique et de I'éthanol a 95 % q.s.p. |IOOmi. Apres pulvérisation,
chauffer la plague de CCM a 110°C pendant 5 min environ. Plusieurs col orations apparai ssent
en fonction du type de composés.

- Réactif de Neu ou NP/PEG (Révé ateur des flavonoides) : Préparer une solution A composée de
1 g d'acide amino-2-éthyldiphénylborique et de 100 ml de méthanol et une solution B composee
de 5 g de PEG 4000 et de 100 ml d 'éthanol. Pulvériser un mélange de 10 ml de solution A et 8 ml
de solution B. Chauffer la plaque de CCM a 110°C pendant 2 min environ (Wagner et Bladt,
2001). Observés en lumiére UV a 366 nm, les flavonoides apparai ssent sous forme de taches

fluorescentes jaunes, vertes ou orange.

- Réactif de Dragendorff (Révélateur des alcaloides) ' : Préparer une solution composée de 0,85 g
de nitrate basique de bismuth et 10 g d'acide tartrique dans 40 ml d'eau (solution A) et une
solution contenant 16 g de IU dans 40 ml d'eau (solution B). Méanger extemporanément 5 ml de
A, 5ml de B, 100 ml d'eau et 20 g d'acide tartrique. Vaporiser le mélange sur la plague (Merck,

1975). Les alcaloides apparai ssent sous forme de taches orange.

Réactif au sel de Bleu solide B (pour |a détection des phénols et des tanins): Vaporiser avec une
solution de 0,5 g sel de bleu solide B (sel de diazonium du di-O-anisidine) dans un mélange
acétone | eau (9:1, V/V), fraichement préparé. Puis vaporiser avec 0,1 M d'une solution de soude
caustique. L es tanins apparai ssent sous forme de taches rouge vif.
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Résumé

D'apres les données des bilans alimentaires établis par la FAO, les consommations totales
dans le monde en 2005, atteignaient 145 kg par personne pour leslégumes et 84 kg pour les
fruits. .t Cette consommation par personne pour I'ensemble des fruits et des |égumes croit
régulierement depuislafin des années 70, et tend a étre stable pour les |égumes depuis e
début du siecle mais une consommation croissante pour les fruits. Dans ce présent
travail nous avons choisi trois |égumes méditerraiiéens pour une étude phytochimique a savoir
le cardon Cynara cardunculus, lamauve Malva sylvestris et le chou vert Brassica oleraceae.
Cardon Cynara cardunculus est un légume qui est caractérisé par une teneur élevée en
protéines avec un pouvoir antioxydant 4e ses extraits de flavonoides satisfaisant. Mauve
Malva sylvestris est une véritable source de protéines avec une huile tres riche en acides gras
essentielstels que I'acide linolénique et I'acide .linoléique. Chou vert Brassica oleraceae
présente, une similitude dans son pEof| en acides aminés avec celui des autres |égumes étudiés
en bibliographie. 1| a é&é montré que le Soxhiet assisté par micro-ondes peut étre une bonne
alternative par rapport au Soxhlet traditionnel tout en offrant |le méme rendement mais avec
un temps, une quantité de solvant et une consommation d'énergie réduites.

Mots clés: fruits et |égumes, étude phytochimique, Cynara cardunculus, Malva sylvestris,
Brassica oleraceae, Soxhiet, micro-ondes.

Abstract

According to the data of the food balances establish by FAO, the overail consumptionsin the
world in 2005, reached 145 kg per person for vegetables and 84 kg for the fruits. This
consumption by person for the whole of the fruits and vegetables believes regularly since the
end of the Seventies, and tends to being stable for vegetables since the beginning of the 21 st
centuly but an increasing consumption for the fruits.In this present work we chose tbree
Mediterranean vegetables for a phytochimie study with knowing the cardoon Cynara
cardunculus, the mallow Malva sylvestris and the curly kale Brassica oleraceae.Cardoon
Cynara cardunculus is a vegetable which is characterized by a high percentage of proteins
with an antioxydant capacity of its extracts of flavonoids satisfactory .Mauve Malva sylvestris
isatrue source gl)fei %rotei nswith an oil very rich in essential fatty acids such asthelinoleic
acid and the acid.Curly kale Brassica oleraceaepresents asimilarity in its profilein
amino acids with that of other vegetabies studied in bibliography.It was shown that Soxhlet
assisted by microwaves can be a good alternative compared to traditional Soxhiet while
offenng the saine output but with atnne, a quanuty of solvent and a reduced consumption of
energy.

Key words: fruit and vegetables, phytochimic study, Cynara cardunculus, Malva sylvestri
Brassica oler aceae, Soxhiet, microwaves.
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