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Introduction

Depuis la nuit des temps, I'Homme a toujours cherché a se servir des plantes pour
saimenter d'abord mais auss pour se soigner de toutes sortes de maladies. Actuellement,
I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80 % de la population ont
recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire
(L huillier, 2007).

La phytothérapie congtitue une dternative ou tout au moins un complément
appréciable a la pharmacie classique issue de la chimie moderne et de nombreux remedes

prescrits des principes actifs d'origine naturelle (L huillier, 2007).

L es recherches modernes ne font que redécouvrir ce savoir acquis au cours des siecles.
En effet, de nombreux travaux ont pu démontrer l'activité et les modes d'action
thérapeutiques des plantes médicinales (Schawenberg et Ferdinand, 1977; Bézanger-
Beauquesne, 1996).

Les substances naturelles issues des vegeétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I'industrie (alimentation et cosmétologie). Parmi ces composés figurent dans une grande
mesure les métabolites secondaires tels que les polyphénols végétaux qui sont largement
utilises en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs

enzymatiques et antioxydants (Bahorun, 1997).

Ces substances présentes dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) e sont impliqguées dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des
graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les

flavonoides et lestannins (Boizot et Charpentier, 2006).

La matiére végétale peut contenir un degré variable d’humidité et elle exige toujours
un prétraitement avant |’ extraction de ses substances d’ intérét. En outre, autant que les plantes
sont employées sous la forme séche par les guérisseurs traditionnels et en raison des
différences dans les teneurs en eau dans les différents tissus végétaux (Catherine et al.,
2008).

Par conséguent, I’ étape de séchage constitue une étape importante dans |’ analyse et
I’identification des molécules bioactives. Son but principale est de prolonger la durée de
conservation des produits, et d'inhiber I’ activité des microorganismes, des enzymes ou des
ferments de lamatiére (Alibas, 2007 ; Maskan, 2001), ainsi pour la stabilisation des produits.
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Introduction

Parmi les plantes médicinales, laurus nobilis est une plante qui est étudiée par de
nombreux chercheurs portant sur sa constitution phytochimique (Iserin, 2001) et ses vertus
thérapeutiques a savoir le traitement symptomatique, troubles de |’ appareil digestif supérieur
tel que le balonnement épigastrique et la lenteur de la digestion. Cette plante est largement
utilisée dans la médecine traditionnelle turque en tant qu’ antihémorroidal, antirhumatismal et
diurétique. Elle est aussi employée comme un antidote dans les morsures de serpent et pour le
traitement du mal d' estomac (Kivgak et Mert, 2002).

Le présent mémoire a pour but d’ étudier pour la premiére fois la comparaison entre les
différents mode de sechage des feuilles de Laurus nobilis a savoir : le sechage conventionnel
(@l’air libre et al’ éuve : 40, 60, 80, 100 et 120 °C) et le séchage innovant qui est le séchage
microonde (180, 300, 450, 600 et 900 W) et leurs impact sur bioactivité des extraits obtenus.
Afin de déterminer I’ efficacité de chague type de séchage, différents paramétres ont été

évalués:

v' La composition phytochimique (teneur en polyphenols totaux (PPT),
flavonoides, tannins, chlorophylle et caroténoides) ;
v' Evauation de I'activité antioxydante : Test au radicad DPPH°, ABTS et
pouvoir réducteur ;
v’ Caractérisation de lamatiére minérale.
> Lapremiere partie est une étude bibliographique qui est subdivisée en trois chapitres :
e Lepremier chapitre comporte des généralités sur Laurus nobilis;
e Le deuxieme chapitre porte sur les substances bioactives des plantes
meédicinales;
e Ledernier chapitre porte sur les techniques de séchage ;
» Laseconde partie est une partie pratique qui rassemble deux chapitres :
e Lepremier décrit le matériel végétal et les méthodes utilisées ;

e Ledeuxiéme chapitre résume les résultats et discussion.

» Nous terminerons par une conclusion et |es perspectives a venir.
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Chapitrel Laurusnobilis

I. Laurusnobilis

L’Homme, depuis I’ antiquité, utilise des plantes pour se soigner sans qu’il recherchait

asavoir pourquoi ou comment elles agissaient (Schauenbeg et Paris, 1977).

Environ 250 000 a 500 000 espéces de plantes ont été répertoriées dans le monde, un
pourcentage faible (1 a 10%) est utilisé comme nourriture pour I’Homme et les autres especes
animales alors qu’un taux plus éevé est utilisé pour des besoins médicinaux (Cowan, 1999).
L’OMS estime que 80% de la population se soigne par la médecine traditionnelle (Khalil et
al., 2007).

La plante médicinale se définit comme «toute plante renfermant un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, de soulager ou de guérir certaines maladies»
(Schauenberg et Paris, 1977; Encyclopédie des plantes médicinales, 2001).

.1 Etudebotaniquede Laurusnobilis

e Familledeslauracées:

Laurus nobilis L., membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ
2000-2500 especes (Barla et al., 2007). Les feuilles sont largement appliquées et connues
comme assaisonnement et herbe médicinale depuis les périodes antique grec et romain
(Demir et al., 2004). 1l est intéressant de noter que cette herbe qui éait pendant longtemps
employée dans la nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle, en fait, des

propriétés qui peuvent suggérer de nouvelles applications (Ferreira et al., 2006).

e Origineet distribution dela plante:

Originaire du bassin méditerranéen, Laurus nobilis pousse dans les lieux humides et
ombragés, mais également dans les jardins, ou elle est cultivée comme condiment (Iserin,
2001). Actuellement, la plante est largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante
ornementale et pour la production commerciae tels que la Turquie, I’ Algérie, la France, la
Grece, le Maroc, I’Amérique centrae et les Etats-Unis Méridionaux (Demir et al., 2004;
Barla et al., 2007).

.



Chapitrel Laurusnobilis

e Description botanique dela plante

Laurus nobilis, Arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de haut a tige droite grise
dans sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternés, coriaces, |égerement ondul ées
sur les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes d’un vert foncé et glacé sur
leur face supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites fleurs méales et
femelles sur des pieds séparés), jaunes, groupees par 4 a5 en petites ombelles. Le fruit est une
petite bai ovoide de 2cm de longueur sur 1cm de largeur, noir vernissé a maturité (Figure 1)
(Iserin, 2001 ; Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).

Figure 1 : Aspect morphologique de Laurus nobilisL.

e Placedansla systématique

Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et Santa, 1962)

synthétisée dans |e tableau




Chapitrel Laurusnobilis

Tableau | : Classification botanique de Laurus nobilis L. (Quezdl et santa, 1962)

Regne Plantes
Sousregne Plantes vasculaire
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiosper mes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille L aur acées
Genre Laurus
Espece Laurusnobilis L

|.2 Utilisation desfeuillesde Laurus nobilis

Cette plante actuellement génére un réd intéré quant & son utilisation comme plante
médicinale. Les feuilles de Laurus nobilis sont parmi les assaisonnements les plus connus
dans tous les pays, elles sont généralement utilisées comme épice valable en culinaire (en
potages, ragolts, sauce,...) et aromatisant en industrie alimentaire. Cette plante a aussi des
applications importantes en médecine traditionnelle et représente récemment un sujet de
recherche scientifique intéressant (Sinic et al., 2003). Le laurier est principalement utilisé, par
voie orale, dans le traitement symptomatique des troubles de |’ appareil digestif supérieur tels
que le ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion (Iserin, 2001). L’ extrait aqueux est
utilisé dans la médecine traditionnelle turque en tant qu’anti hémorroidal, antirhumatismal,
diurétique et comme un antidote dans des morsures de serpent et pour le traitement du mal
d estomac (Kivcak et Mert, 2002).

.3 Travaux antérieurs

Nous prenons, ci-dessous, les principaux travaux relatifs a |’ étude des composés phénoliques
de Laurus nobilis;;

» (Ferreira et al., 2006) ont éudié I'activité antioxydante de trois extraits (huile
essentielle, extrait éhanolique et décoction) de dix especes de plantes médicinales
dont Laurus nobilis, cette espece a montré des vaeurs élevées pour |’ activité
antioxydante pour chacun des trois extraits et elle est plus haute pour les extraits

polaires.




Chapitrel Laurusnobilis

» Dans une autre éude, (Demo et al., 1998) ont démontré |la présence des tocophérols

(vitamine E), dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la fraction apolaire par
extraction. Dans cette étude on rapporte que le contenu tocophérol est strictement

corrélé avec |’ activité antioxydante de I’ extrait hexane des feuilles.

L’ huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis a éé évaluée pour I'activité
anticonvulsive contre des saisies expé&imentales, I’ huile a protégé des souris contre
des convulsions toniques, induites par électrochoc maximal. Aux doses
d anticonvulsivant, I" huile essentielle a produit |a sédation et le relachement du cceur.
Les composants responsables de cet effet peuvent étre le cineol, eugénol et le méthyle
eugénol mais d autres études sont exigées avant gque toutes conclusions puissent étre
tirées (Sayyah et al., 2002).

Selon les travaux de Mojca skerget, et al., (2005) la composition phénolique de

Laurus nobilisainsi que leurs teneurs sont comme sulit :

Tableau Il : Teneurs des composés phénoliques de Laurus nobilis L. (Mojca skerget, et al.,

2005)
Composés phénoliques Teneurs
PPT 99,4 g/Kg
Flavonoides 80,1 g/Kg
Tanins condensés 29,9 g/Kg
Quercetin 31,90 mg/Kg
Tocopherol 48,22 mg/Kg

Cependant, I’ é&ude mené par Yakhlefl et al., (2011) sur la composition phénolique de Laurus

nobilis arévélé la présence de deux polyphénols seulement dans les extrait agueux a s avoir :

I”acide tannique et larutine.

Ces résultats préliminaires ont confirmé que I’ utilisation traditionnelle des feuilles de

Laurus nobilis dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement a I’odeur et a I’ardme

plaisant, mais probablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes

dans lesfeuilles et d  autres parties de cette plante.
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I1. Substances bioactives des plantes médicinales

Un grand nombre de métabolites secondaires (des plantes) présente des propriétés

pharmacol ogiques intéressantes, parfois exploitées dans un but thérapeutique.

La plante est le siege d’ une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie
delaplante : la plante doit faire face a de multiples agressions de I’ environnement dans lequel
elle vit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. la plante développe un métabolisme
particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus diverses pour se défendre ce

gu’ on appelle les métabolites secondaires (K ansole, 2009).

I1.1 Composés phénoliques

L'élément structural de base est un noyau benzoique (Figure 2) auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH), libres ou engagés dans une autre

fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Bruneton, 1993).

OH

Figure 2 : Structure de base des composés phénoliques (Bruneton, 1993)

Les composés phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les
végétaux. lls ont divers effets sur la physiologie veégétale de part, leurs actions
antibactériennes et antifongiques, d autre part ils participent a la pigmentation des fleurs, des
I[égumes et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc.). Certains d entre eux sont responsables
del’amertume et d astringence (Adrian et Frangne, 1991 ; Milane, 2004).

Les fonctions principaes attribuées & ces composés chez les végétaux sont la
protection contre les pathogenes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus
aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant
(L ebham, 2005).

7



Chapitrell Substances actives des plantes médicinales

I1.2 Biosynthese des composés phénoliques (ou polyphénols)
Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du régne
végetal. Composes de plus de 8000 structures alant de ssimples phénols de bas poids
moléculaire (acides phénoliques) a des hauts composés polymeérisés (les tanins). Ils peuvent
étre conjugués avec un ou plusieurs résidu(s) sucre(s) lig(s) ou liés avec d’ autres composés
chimiques, tels que les acides carboxyliques, les amines ou les lipides ou avec d autres
phénols existant également (Y ao, et al., 1995).

L es phénols des plantes sont synthétisés a partir de deux voies principales :
» Voiedu shikimate:

Cette voie permet la transformation des monosaccharides, issus du métabolisme primaire, en
acides aminés aromatiques (phénylaanine et tyrosine). Par désamination, ces acides aminés
conduisent a la formation des acides cinnamiques et a leurs nombreux dérives tels que les

acides benzoiques, les lignines et les coumarines (Bruneton, 1999).

» Voie de phénylpropanoide :
La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
sdlicylique et des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le
plus important aprés la cellulose (hoffmann L, 2004).

I1.3 Classification des composés phénoliques

Les polyphénols sont classés en fonction de leur mode de biosynthese et de leur

structure. Les principaux composés phénoliques végétaux sont :

I1.3.1. Acides phénoliques

IIs ne possédent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans I’ éher. 1ls peuvent
étre associés a la lignine, présents sous forme d’ ester, ou bien localisés dans la partie de la
feuille insoluble dans I’alcool (Barboni, 2006). IIs présentent des propriétés biologiques
intéressantes : anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires, cholagogues,

hépatoprotecteurs, cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999). Nous distinguons :

.
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Les dérivés de I'acide benzoique (constitués d'un squelette a sept carbones). Les dérivés

d’ esters hydroxycinnamiques (constitués d' une structure de type C6-C3) (Bar boni, 2006).
11.3.1.1. Acides benzoiques

Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbones. 1ls sont
principalement représentés par |es acides p-hydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques,
galiques, syringiques, sdlicyliques, o-hydroxybenzoiques et gentisiques. Les acides
protocatéchiques et galliques ont probablement une origine et des fonctions différentes dans la
plante. Le premier est trés largement répandu, le second est plus rare, il est rencontré dans la

nature surtout sous forme de dimeére (Ribéreau-Gayou, 1968).

11.3.1.2. Acides cinnamiques

Ces acides possedent une structure du type C6-C3. Les composés les plus fréquents
sont |'acide p-coumarique, |'acide caféique, I'acide fertarique et I'acide cinnamique (Figure 3)
(Ribéreau- Gayou, 1968).

COOH COOH

COOH == =

) |
L - -
I o

Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caféique

P

Figure 3 : Quelques dérivés de I’ acide hydroxycinnamique (Ribéreau- Gayou, 1968).

-
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I1.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés répandues dans le regne végétal. IIs font partie
de la classe des polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes. Les
flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, présentent le méme
élément structural de base (sauf exceptions : chalcones, aurones, isoflavones), a savoir
quinze atomes de carbone constitués de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en

C3 (noyau 2-phényl-1-benzopyrane) (Figure 4) (Bruneton, 1999).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs
structures chimiques: flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et
anthocyanidines (Figure 5) (Medic Sanic et al., 2004).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités antiviraes, anti-tumorales, anti-inflammatoires,

antiallergiques, antioxydantes et anti-cancéreuses (Middleton et Kardasnami, 1993).
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flavones flavenols flavanones
+
o o o
] g (I
OH OH # ™~ 0OH
o
flavanonols flavanols anthocyanidins

SENeN
o

chalcones

isoflavones

Figure 5 : Structure de quelques classes de flavonoides (M edic Sanic et al., 2004)

Il. 3.3. Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes est
donc détectable al'ceil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou
bleues, elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui
sont de veéritables poches remplis d'eau. Les anthocynes se trouvent également dans les

racines, tiges, feuilles et graines (Bassas et al., 2007).
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» Structure chimique

Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavan" généralement glycosylé
en position C3. Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de
meéthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés alamolécule. L'aglycone ou
anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment (Figure 6) (Bessas et al.,
2007).

R=0H, R'=H : ayanidol
R=R'=0H : delphinidol
R=H, R'=0OCH3 : péonidol
R=0H, R"=0OCH3 : petunidol
R=R'=0CH3 : malvidel

Figure 6 : Structure générale des anthocyanes (le cation flavylium) (Bessas et al., 2007).

[1.3.4. Tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci
donnent un golt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation
pour les insectes ou le bétail. Les tanins sont des polyphénols qui contractent les tissus en
liant les protéines et en les précipitant, d'ou leur emploi pour « tanner » les peaux. Ils
permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en
tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans |e cas des veines visqueuses,
pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer les tissus
endommagés par une bralure (Iserin, 1996).

Lestanins sont divisés en deux groupes :
-Lestanins condensés, formeés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomeres)

-Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose.
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» Taninscondensés

L es tanins condenseés, appelés aussi proanthocyanidines, sont largement répandus dans
['alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeéres ou polymeéres de flavan-3-ols qui ont
la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison inter

monomeérique (Guignard, 1996).

» Structure
La structure complexe des tanins condensés est formée dunités répétitives
monomeériques qui varient par leur centre asymeétrique et leur degré d’ oxydation. Les formes
naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones
asymétrique C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B. Il existe les catéchines
(dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées) (Bessas et al., 2007).

OH

Where R1 is H for resorcinol
Where R1 is OH for phlorogucinol
Where R2 is H for pyrocatechol

Where R2 is OH for pyrogallol

HO

Rl

Figure 7 : Structure moléculaire de base des tanins condensés (Bessas et al., 2007)
» Taninshydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acide phénols, ou de dérivés
d'acides phénols ; la molécule glucidique est en général du glucose, mais dans certains cas des
polysaccharides. Ce groupe de tanins est caractéristique des dicotylédones. Ces tanins en
raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur

poids moléculaire) dans |'eau, en formant des solutions colloidales (Guignard, 1996).
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> Structure

Les tanins hydrolysables sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines
latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d'acide
phénol. Des liaisons carbones a carbone entre noyaux (liaisons biphényle réalisées par
couplage oxydatif), conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée
ditesles tanins éllagiques (Bessas et al., 2007).

o. _OH 0
HO 0
OH
0 OH

OH 0
) (1

HO

Figure 8 : Structure moléculaire de base des tanins hydrolysable Acide galique (A) et
ellagique (B) (chabaan, et al., 2011 ; Yokozawa, et al., 1998).

[1.4. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques. En effet, la
capacité d’'une espéce végétale a résister a |’ attaque des insectes et des microorganismes est
souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 2005). De plus, ces
composes montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogenes, anti-
thrombotiques, analgésiques, antibactériennes, antiviraux, anticancéreux, anti-allergéenes, et
antioxydantes (Gomez-Car avaca €t al., 2006).
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[1.5. Lerdle des polyphénols dansla plante

Les flavonoides sont des composés qui possedent de fortes propriétés anti-oxydantes
(Rice-Evans, 1995). Ils sont synthétisés par les plantes lors de I’ invasion microbienne (Dixon
et al, 1983), il est par conséquent logique, gu'’ils agissent comme substances antimicrobiennes

efficaces in vitro contre les microorganismes (Cowan, 1999).

Les isoflavones sont des flavonoides dont leurs distribution est restreinte, ce sont des
phytoalexines (substances produites par la plante en réponse a une infection par un agent
pathogéne ; champignon par exemple). Ce sont donc des produits de défense naturelle,
(Kansole, 2009).

Les flavones et les anthocyanes augmentent la réponse a la lumiére visible de forte
intensité. Ils sont probablement synthétisés par les végétaux dans le but d’ atténuer I’ intensité
delalumiére qui atteint les cellules photosynthétiques (L ois, 1994).

Tableau I11 : Activités biologiques des composés pol yphénoliques (Bahor un, 1997)
POLYPHENOLS ACTIVITES
Acides Phénols (cinnamiques et Antibactériennes
benzoiques) Antifongiques
Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires et
antioedémateuses
Antitumorales
Anticarcinogeénes
Flavonoides Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes
Anthocvanes Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagéne
Antioxydantes
Proanthocyvanidines Antitumorales

Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes

L’ effet antioxydant des anthocyanes est expliqué en partie par le piégeage des
radicaux libres et la chélation des métaux. Les anthocyanes inhibent les enzymes
protéolytiques de dégradation du collagéne (élastase, collagénase), ce qui explique leurs
propriétés vasoprotectrices et anti-oedémateuse (Bruneton, 1999).
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» Rolesdes polyphénols chez ’'Homme

Les évidences épidémiologiques ont soutenu le réle des antioxydants, y compris les
composés phénoliques qui jouent un role dans la prévention contre plusieurs maladies
chroniques telles que le diabéte, les maladies bactériennes et les maladies parasitaires
(Alesiani et al., 2007).

L’organisme soumis a un stress oxydant, développe diverses pathologies comme les
maladies cardiovasculaires, les cancers ou les maladies neurodégénératives. Les effets
protecteurs cardiovasculaires des polyphénols sont de mieux en mieux établis. Selon une
étude néerlandaise, la consommation d’aliments riches en flavonoides réduirait la mortalité
par les maladies coronariennes chez les hommes &gés (Edeas, 2007).

Le rdle des polyphénols dans la prévention des maladies cardiovasculaires et des cancers
est largement éudié. Les polyphénols sont des molécules antioxydantes naturelles
intéressantes pour la conservation des aliments que pour celle des produits cosmétiques. |ls
développent un effet protecteur vis-a-vis des rayons UV sur la peau. Cette propriété en fait

des principes actifs potentiels pour des produits cosmeétiques (Edeas, 2007).

I1.6. Mécanisme général d’action des antioxydants phénoliques

Le terme « phénolique » s adresse a des composés comportant un ou plusieurs groupements
hydroxyles greffés sur un noyau benzoique. Cette particularité structurale donne a la fonction
phénol un caractéere plus acide que les autres groupements alcools : elle perd facilement un
proton H+ pour former I'ion phénoxy. La perte d’'un hydrogéne : proton plus éectron
engendre la formation d’un radical fortement stabilisé par mésomeérie. C'est cette réactivité
chimique qui confere aux composés phénoliques leur caractere antioxydant. En cédant un
hydrogéne aux peroxydes lipidiques, ils les stabilisent sous forme d hydroperoxydes et
bloquent les réactions de propagation de la chaine d oxydation. Ce type de mécanisme
s applique aux antioxydants « primaires » ou « antiradicalaires » (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Selon le type et le mode d’ action des polyphénols, on distingue deux types d’ antioxydants :

» Antioxydantsprimaires
Ils sont aussi appelés brise-antioxydants de la chaine. Ils ont |a capacité de réagir avec les
radicaux lipidiques pour les convertir en produits plus stables. Ce sont principalement des

substances phénoliques. Plus précisément, une molécule sera capable d'agir comme un
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antioxydant primaire s'il est en mesure de donner un atome d'hydrogéne rapidement a un
radical lipidique (ROO) (Punchard et Kelly, 1996).Les tocophérols natureles et
synthétiques, gallates akyle, BHA, BHT, hydroquinone de butyle tertiaire (TBHQ), etc.
appartiennent a ce groupe et fonctionnent en tant qu’agent donneur d’ électrons (Barlow,
1990).
» Antioxydants secondaires

Ils sont aussi connus comme des antioxydants préventifs et ils réduisent le taux d’ ouverture de
la chaine par divers mécanismes, y compris des composes qui se lient aux ions métalliques,
I'oxygéne de récupération, décomposent les hydroperoxydes en des espéces non radicalaires,
absorbent les rayonnements UV ou désactivent |'oxygéne singulet. Dilauryle thiopropionate et
acide thiodipropionique, qui fonctionnent en décomposant |es hydroperoxydes lipidiques dans

les produits finaux stables, sont des exemples de cette catégorie (Ozcan, 2006).
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[11. Méthodes de séchage et d’ extraction

Le séchage est I'un des moyens couramment utilisé pour la préservation des aiments
en général et des fruits et 1égumes en particuliers (Li et al., 2010; Karim et al.,2012). I
inhibe d'une part les enzymes responsables de |a dégradation des polyphénols telles que, les
polyphénoloxydases et d autre part il empéche la prolifération bactérienne (Ribérau-Gayou,
1968; Adrian et al., 1998).

[11.1. Définition

Le séchage est par définition | opération dont I’ objectif est d’ @iminer par évaporation
I’eau d’un corps humide (solide ou liquide), le produit final obtenu étant toujours un solide.
Cette définition peut étre généraisée a I’édlimination par évaporation de toute substance
volatile d un méange (élimination d’ un solvant d’ extraction) (Bimbenet et al., 2002).

Dans cette opération deux phénomenes ont lieu : un transfert de chaleur vers le produit
pour faciliter la vaporisation de I’ eau, et un transfert de matiére (en général de I’eau a |’ état
liquide pour le transfert interne et de la vapeur d'eau pour le transfert externe) du produit vers
I’atmosphére environnante. Le plus souvent de I’air chaud est utilisée comme fluide de
sechage apportant la chaleur et évacuant I’humidité (Bimbenet, 1984). Il consiste a éliminer
I’eau de I’ aliment ce qui permet sa stabilité par abaissement de I’ activité de |’ eau (Alibas et
llknur, 2007 ; Karim et al., 2012).

I11.2. Objectif

L'utilisation du séchage dans les industries agro-alimentaires a de multiple buts dont le
principal est de prolonger la durée de conservation des produits (viandes, poissons, fruits,
graines, pates, épices, thé, champignons) (Jean-Jacques, et al., 2003; Alibas, 2007);
inhibition de I'activité des microorganismes, des enzymes ou des ferments de la matiere
(alibas, 2007 ; Maskan, 2001) ; stabiliser les produits agricoles (mais, riz, lait, tomate) et
amortir le caractére saisonnier de certaines activités .Le séchage permet aussi de diminuer la
masse et |e volume des aliments pour réduire leur encombrements et faciliter leurs emballages
et trangports (Jean-Jacques, et al., 2003 ; Lewicki, 2004 ; Jean, 2011).
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[11.3 Principe du sechage

La premiére idée qui vient a I’esprit pour sécher un produit est de le porter a la
température d’ ébullition de I’ eau, qui alors se vaporise. En réalité, ce principe n’est pas le plus
employé et I’on préfere souvent opérer a température moins éevée en utilisant |I’air comme

gaz d'entrainement. Trois modes d’ élimination d’ eau d' un produit peuvent étre distingués :
e Mode mécanique

Cest I'dimination du liquide par des forces purement mécaniques (pressage,
centrifugation,...).Certains processus de pré-concentration et de pré-séchage peuvent se
réaliser sans transfert thermique mais par simple transfert de quantité de mouvement (M afart
,1996). Le tableau suivant en donne quelques exemples.

e Mode chimique

Méthodes extractives basées sur des interactions chimiques, physiques ou
physicochimiques, telle que la déshydratation imprégnée par immersion (Jaean-Jacques et
al., 2003).

e Modethermique

Ce type d opération est essentiellement un transfert de masse nécessitant au préalable une
«activation» de I’eau par une certaine quantité d’ énergie apportée par un transfert de chaleur
(Jaean-Jacques et al., 2003).

Durant le séchage, la chaleur est transférée au produit selon trois mécanismes (Bimbenet et
al., 2002).
v par conduction : le produit humide est en contact direct avec une surface chaude. La
chaleur se déplace du corps le plus chaud au moins chaud (Jean, 2011).
v’ par convection : il S agit du mode de transfert le plus courant :
- a partir de la vapeur d eau surchauffée ou d'un liquide non miscible a la
vapeur 'eau. Il s agit alors d’un séchage par ébullition.
- apartir d'un gaz vecteur de chaleur. Dans ce cas, le gaz sert aussi de vecteur a
lavapeur d' eau. C' est un séchage par entrainement (Jean, 2011).
v par rayonnement : le produit est exposé a un rayonnement infrarouge ou microondes,

ainsi que le séchage solaire a ensoleillement directe (Jean, 2011).
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La conduction peut permettre un chauffage rapide du produit quand celui-ci est sous forme de
couche mince (cas du séchage sur cylindre).

Cependant, les trois mécanismes d’ apport de chaleur se combinent les uns aux autres. C’est
ainsi, par exemple, que la conduction et le rayonnement peuvent s gouter, de facon
intentionnelle ou parasitaire, a la convection, dans le cas de séchage par entrainement
(Bimbenet, 1984).

[11.4. Méthodes de séchage
Pour extraire I’ eau d’ un produit, différents modes peuvent étre utilisés,
[11.4.1. Séchage par entrainement

Lorsgu’un corps humide est placé dans un courant d'air (ou dans un autre gaz)
suffisamment chaud et sec, il s établit spontanément entre ce corps et I'air un écart de
température et de pression partielle de vapeur d' eau (Linden et Lorient, 1994). 1l s ensuit un
transfert de chaleur de I'air vers le produit, sous I'effet de |'écart de température et un
transfert d’eau en sens inverse du fait de I’ écart de pression de vapeur d eau entre la surface
du produit et I’air environnant. Le séchage est dit « isenthalpique » si |’ énergie nécessaire ala
vaporisation de |’ eau est exactement égale a celle apportée par I'air chaud (Daudin, 1983 ;
Jean, 2011).

[11.4.2. Séchage par ébullition

Un séchage par ébullition a lieu lorsque le flux thermique transféré au produit est trés
intense a cause d’'un écart de température trés élevé entre la source chaude et le produit (par
conduction sur une surface chaude (séchoir cylindre), par rayonnement (séchoir microondes),
par convection (séchoir a vapeur d’ eau surchauffée), par immersion dans de I’ huile chaude).
Dans toutes ces conditions la température du produit atteint un niveau tel que la pression de
vapeur d' eau (p) de ce produit est égale ou dépasse a la pression totale ambiante (pt): p > p
(Bimbenet et Bonazzi, 2003). L’ ébullition proprement dite s observe difficilement dans les
solides ou les corps pateux que danslesliquides (Perkin, 1980 ; Jean, 2011).

[11.4.3. Séchagealal’air libre
Cette méthode est |a plus ancienne et elle est utilisée jusgu’ anos jours. Elle est basée
sur un transfert de |’eau de la matrice voulue séchée vers I'air ambiant. En effet, une faible

humidité relative de I’air correspond a une température élevée, ce qui lui confére une plus
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grande capacité d’ entrainement de I’ humidité. Ainsi L'augmentation de la température de |'air
ambiant est sans effet sur sa teneur en vapeur d'eau, mais les variations de température dans
une matrice hydratée aura une incidence sur le contenu en vapeur d'eau de cette derniére
(Hossain, et al., 2003).

[11.4.4. Séchage par microondes

Plusieurs méthodes de séchage existent, entre autres le séchage par microondes qui est
efficace en énergie et en temps et peut, dans certains cas, améliorer la préservation de la
qualité du produit (Li et al., 2010).

[11.4.4 1. Dé&finition

Le séchage par microondes appartient au type de séchage par ébullition et obéit a un
transfert de chaleur par rayonnement. Ce rayonnement, issu des ondes é ectromagnétiques, a
une fréquence qui se situe entre celle de lalumiére infrarouge et celle des ondes de télévision
(figure 14). Sa longueur d'onde est comprise entre 1 mm et 1 m, et sa fréquence varie de 300
Mhz a 300 Ghz, en utilisant comme énergie primaire, |'éectricité. Dans le spectre, elles se
situent dans les hyperfréguences, entre les ondes radios (108 Hz) et I'infrarouge (1012 Hz)
(Rougier, 2003).

[11.4.4. 2. M écanisme de séchage par microondes
[11.4.4.2.1. Principe

Le phénomeéne fondamental responsable du chauffage microondes (appelé aussi chauffage
par hystérésis diélectrique) est la dégradation par dissipation d'une partie de |’énergie
transportée par |I’onde éectromagnétique. Un matériau diélectrique est un isolant donc un
mauvais conducteur d’ électricité. 1l s'échauffe du fait de la polarisation et de larotation de ses
dipbles (figure 9) puis de leur relaxation lorsqu’ils sont soumis a des champs éectriques
aternatifs.

Le dégagement de chaleur résultant differe fondamentalement du chauffage par effet Joule
qui est provoqué par des frictions internes entre les électrons et les molécules. De plus,
contrairement au chauffage classique, il a lieu dans le volume, d’ou son appellation de «

chauffage volumique » (Singh et Heldman, 2001).
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-ve +ve

Figure 9 : Mouvement d’ un dipdle dans un champ éectrique (Singh et Heldman, 2001).

[11.4.4.2.2. Paramétresinfluencant le séchage microondes
[11.4.4.2.2.1. Propriétés diélectriques des aliments

Dans le traitement microondes, seules les propriétés éectriques du matériel a chauffer
sont importantes pour la dissipation de |’ énergie électrique en chaleur.

[11.4.4.2.2.2. Puissance microondes dissipée

La puissance microondes est en rédité une densité de puissance (ou puissance
volumique) dissipée dans le produit. L’énergie microondes en elleméme n'est pas une
énergie thermique. La chaleur provient plutét de la conséquence de I'interaction entre

I’ énergie des microondes et le matériau. (Copson, 1975).
111.4.4.2.2.3. Profondeur de pénétration des microondes

L’ absorption progressive de la puissance est caractérisée par la profondeur de
pénétration (dp). Elle est définie comme la profondeur dans le matériau pour laquelle le
transfert de I’ onde a été réduit de 37% par rapport ala puissance entrante (Buffler, 1993).

[11.4.4.2.2.4. Effet du facteur de perte

Le facteur de perte £" d'un matériau varie avec sa température, sa teneur en eau et la

fréguence du champ électrique qui lui est soumis (Sosa-Morales et al., 2010).
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[11.4.4.2.3. Technologies de sechages combinées aux microondes

Pour comparer différentes techniques de déshydratation, trois aspects principaux du
processus peuvent étre utilisés. Il s'agit de la vitesse de déshydratation, de la qualité et des
caractéristiques du produit final, et des colts énergétiques et économiques du processus
(Scaman et Durance, 2005). Le séchage microonde peut étre combiné au :

v’ séchage microonde sous vide ;

v’ séchage microondes combinés alalyophilisation ;

v’ séchage en lit fluidisé combiné aux microondes;;
v

sechage microondes combinés al’air chaud.
[11.4.5. séchage éuve

Il faut préciser la consigne de température de I’ étuve, le temps de s§our et lataille de
I’ échantillon testé. Méme s cette taille n’est pas en générale critique, le temps de s§our dans
I’ étuve doit étre adapté au rapport surface/volume. La meilleure durée est «jusqu’'a poids
constant » pour atteindre la masse séche. La perte de poids est calculée par la différence de
peseée avant et apres séchage. L’air présent dans |’ étuve peut étre augmenté par la vapeur
emise par les échantillons séchés en fonction du renouvellement de I’ atmospheére interne de

I’ étuve C’ est pour celales étuves ventilées sont les meilleur et les plus utilisés (Jean, 2009).
Il existe d’ autres modes de sechage, entre autre :

» Séchage par friture; qui est I'immersion d' un produit humide dans un bain d huile
chaude (Gardéeli et al., 2008).

» Séchage par lyophilisation, dont I’ eau passe directement de I’ é&at solide (glace) versla
phase vapeur sans |’ étape de fusion, ce changement d’ état étant appelé « sublimation »
(Kivgak et al., 2005).
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|.1. Collecte du matériel végétal

La plante utilisée dans cette présente étude est Laurus nobilis, elle a été collectée au

mois de février, au niveau de larégion de Bejaia (Figure 10), Daira Bejaia, Wilayade Bejaia

Les parties qui font I’ objet de notre recherche sont les feuilles qui ont été cueillies en

février 2014. Les paramétres géographiques de cette région sont représentés dans le tableau
V.

Tableau IV : Situation géographique (www. Google.com)

Station Altitude Latitude Longitude Superficie

20 métres 36° 45' 00" Nord 5° 04' 00" Est 120.22 Km?

La situation géographique de cette région est représentée danslafigure 10 :

Situation géagraphique de la zone d'étude
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Figure 10 : Carte géographique de larégion de Bejaia.
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|.2. Traitement des échantillons

Environ 1kg des feuilles de la plante ont été cuelllis, bien nettoyer, afin d’éiminer
toutes les impuretés, |e séchage a été réalisé par trois techniques ; séchage conventionnel dans
une étuve a (40, 60, 80, 100, 120 °C) et séchage microondes a différentes puissances (180,
300, 450, 600 et 900 W) et un séchage al’air libre (environ 25 °C).

[.2.1. Taux d’humidité

Pour déterminer la teneur en eau, un test d’ humidité a été effectué. Trois échantillons
de 5 g de 2 mm d épaisseur sont séchés a 104 + 1 °C, le poids des échantillons est évalué

apres 4 heures de séchage jusqu’ a stabilisation du poids.
Lateneur en eau est déterminée selon laformule suivante (Doymaz et al., 2004) :

0 —Ps

100
PO

P
H (%) =

Avec:

H% : humidité;

Po : représente le poids initial del’ échantillon ;
Ps : représente le poids sec de |’ échantillon ;

P: massedelaprise d’ essai.
1.2.2. Cinétique de séchage

Des échantillons de 5 g des feuilles de Laurus nobilis ont été séchés par microonde
(180, 300, 450, 600 et 900 W), étuve (40, 60, 80, 100 et 120 °C) et air libre. Les cinétiques de
séchage ont été suivies réguliérement jusqu’ ala masse constante.
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Figure 11 : Photographie du micro-onde et de |’ étuve.

|.2.3. Broyage et tamisage

Une fois le matériel végeétal est seché, broyé (Broyeur IKA model A1l basic), puis
tamisé, afin d’obtenir une poudre fine et homogene avec une granulométrie inférieure a 125
um. La poudre est conservée dans des bocaux en verre, hermétiquement scellés al’abri de la
lumieére, pour les utilisations ultérieures.

Figure 12 : Photographie du broyeur et tamiseur automatique.




Partie pratique Mateériel et Méthodes

Figure 13 : Poudre de Laurus nobilis
|.3. Extraction par micro-ondes

La technique d'extraction solide/liquide; la plus utilisée pour I’'extraction des
polyphénols; est généralement |'extraction par macération-agitation. Cette technique

consomme une grande quantité de solvants (Shon et al., 2003).

L’ extraction assistée par micro-ondes (ESAM) consiste a traiter par micro-ondes un
solide sec ou humide, en contact avec un solvant partiellement ou totalement transparent. Les
micro-ondes permettent d accélérer la cinétique d'extraction et de réduire le ratio
solvant/charge (Michel S et al., 2003). L'extraction par micro-ondes est une technique qui a
été développée pour réduire le volume des solvants nécessaires, améliorer le rendement de la
récupération des polyphénols, et réduire le temps d'extraction et de diminuer le colt (Shon et
al., 2003).

Les polyphénols ont été extraits en utilisant un micro-onde domestique (Samsung
MW813ST) modifié, équipé d’un réfrigérant, il fonctionne & une fréquence de 2450 MHz et
une puissance de sortie maximale de 1000 W avec une incrémentation de 100 W. Les

dimensions de la cavité interne du chauffage sont de 22,5 x 37,5 x 38,6 cm (L, L, H).
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Figure 14 : Prototype utilisé pour |’ extraction assistée par microondes

Un volume de 28 ml d’ éthanol 50% est additionné a 1 g d’ échantillon de feuilles de
Laurus nobilis, dans un ballon a fond plat. L’ ensemble est placé dans un micro-onde a une
puissance de 400 W pendant 123 s. Apreés refroidissement, la solution a été filtrée a I’aide
d’une pompe sous vide en utilisant un filtre (verre frit€) de diamétre 2 um, les poudres
retenues par le filtre ont été reutilisées pour I’ extraction par épuisement une deuxieme fois
dans un volume de 20 ml et une troisieme fois dans 10 ml d’ éthanol 50% (Dahmoune et al.,
2013). Les solutions récupérées ont été gjustées jusqu’a 60 ml. Les filtrats sont conservés au

réfrigérateur pour des analyses ultérieures.
|.4. Dosage des polyphénolstotaux
1. Principe

Les composes phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange
d’'acide phosphotungstique (H3sPW1,040) et d’ acide phosphomolybdique (HsPM01,040) est
réduit en oxydes metaliques (WgO23/M0gO23), de couleur bleue dont I'intensite est
proportionnelle a la quantité des polyphénols, présents dans I’ échantillon qui présente un

maximum d’ absorption entre 725 et 760 nm (Ribéreau-Gayou et al., 1982).
2. Mode opératoire

L e dosage des polyphénols totaux a éte fait selon la méthode décrite par (Singleton et
Rossi, 1965). Brievement, un volume de 500 pl d’extrait a été additionné de 2,5 ml de réactif

de Folin—Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés 2 mn d’incubation a |’ obscurité, 2 ml de carbonate de
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sodium 7,5% sont gjoutés. L’ absorbance est mesurée au spectrophotométre a 760 nm apres 15
minutes d’incubation au bain marie a 50°C et refroidissement direct dans un bain de glace, le
dosage est effectué en triple. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de
I’ éguation de régression de la gamme d’ étalonnage (annexe), établie avec le standard étalon
d’acide gallique (10-100 mg/l) et exprimée en milligrammes d’ équivalents d’ acide gallique
par gramme de la poudre (mg EAG/g).

|.5. Indice des polyphénols
1. Principe

L’indice des polyphénols totaux est une deuxieme méthode plus directe pour evaluer les

teneurs en composé phénoliques.
2. Mode opératoire

e rédlisation d unedilution de 1/50 ;

o fairelalecture directe au spectrophotometre de tous les extraits;;

e lecturea280 nm;

e Laconcentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’ équation suivante :
Indice de polytphénol = (A,go * DF * (1cm/b) — 4)

Avec, DF : lefacteur de dilution.

|.6. Dosages des flavonoides totaux

1. Principe

Les flavonoides totaux ont éé mesurés par un dosage colorimétrique basé sur la
méthode de trichlorure d aluminium (AlCl3) (Khennouf, et al., 2010)
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe avec le groupement (CO) de chlorure d’auminium. Les
flavonoides forment des complexes jaunétres par chélation des métaux du fer et aluminium
(Ribéreau-Gayou et al., 1982).
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2. Mode opératoire

Les flavonoides totaux ont été mesurés par un dosage colorimétrique basée sur la
méthode d’ écrite par Bahorun et al., (1996). 1 ml de chlorure d’aluminium (AlICl3 2%) est
gouté al ml d'extrait. Apres 10 minutes d'incubation al’ obscurité, I’ absorbance du mélange,

de couleur jaune, est déterminée a 430 nm. Chague analyse est répétée troisfois.

La courbe d’ étalonnage (Annexe) a été réalisée en utilisant la rutine comme standard.
Les concentrations en flavonoides sont exprimées en milligrammes équivalent Rutine par 1g

de poudre.
|.7. Dosage des tannins condenses
1. Principe

Le dosage des tanins est déterminé par la méthode ala vanilline en milieu acide (Ba et
al., 2010). Elle est basée sur la capacité de la vanilline aréagir avec les unités des tanins en
présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm. L’association de la

vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité du polymere.
2. Mode opératoire
- Méanger 1ml del’ extrait avec 5ml du réactif (HCI + Vanilline) ;
- Mettre al’ obscurité pendant 20 mn ;
- Mesurer |’ absorbance a 500 nm.

L es concentrations en tanins sont exprimées en milligrammes équivalent catéchine par

1g de matiére séche (annexe).
|.8. Dosage dela chlorophylle a, b, et caroténoides
1. Principe

Le dosage de la chlorophylle et des caroténoides ont été déterminé par la méthode
décrite par (Lichtenthaler, 1982). Elle est basée sur la mesure des différentes absorbances
pour chacune des chlorophylles a, b et caroténoides.
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2. Mode opératoire

- Lecture des absorbances a 664 nm concernant la chlorophylle a ;
- lecture des absorbances a 648 nm concernant la chlorophylle b ;
- lecture des absorbances & 470 nm concernant les caroténoides.

les concentrations de la chlorophylle (a,b) et des caroténoides dans |’ échantillon ont été
calculées al’ aide des formules suivantes :

Ca (ug/ml) = 13.36A664.1 - 5.19A4456.
Co (ug/ml) = 27.43A6486- 8.12A6641.
Cx+o) (Mg/ml) = (1000470 — 2.13c,— 97.64c¢)/209.

|.9. Caractérisation des minéraux
1. Principe

L’ étude des minéraux a été réalisée dans le but de déterminer le types de minéraux

présent dans notre échantillon cela a été fait par la méthode de diffraction aux rayons X.
2. Mode opératoire

e Prendre 1g de poudre de chaque échantillon et le mettre aI’incération dans un four a
moufle a une température de 600°C pendant 5h ;
e passer al’ éude des minéraux alaDRX (X' Pert PRO PANalytical, Pays-bas) ;

e analyser al’aided unlogiciel spécifique.

[.10. Activité antioxydante
.10.1. Test au radical DPPH®

1. Principe
L’ activité anti-radicalaire des extraits est déterminée en utilisant le radical stable DPPH
(Dudonné, et al., 2009).
A température ambiante et en solution, le radical DPPH (2,2 diphényl,1,picrylhydrazyle)
présente une coloration violette intense. Son passage a la forme non radicaaire, apres
saturation de ses couches éectriques par un antioxydant s accompagne de la disparition de la
couleur violette (Figure 15) (Boulekbache-M akhlouf, et al., 2013).
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L0 oo

I
Ne |

NH
OQN\©/NOE + AROH O,N NO, + ArG’
=
<

DPPH® (violet) + AOH ——» DPPHH (jaune) + AO°

Figure 15 : Réaction d’ une structure polyphénolique avec le radical DPPH® (Dudonnég, et al.,
2009).

2. Mode opératoire

L’ activité antioxydante des extraits de feuilles de Laurus nobilis, a é&é mesurée en
utilisant la méthode rapportée par Brand-Williams et al. (1995) avec quel ques modifications.
Brievement, 100 pl d'extrait (dilution : 1/5 1/7.5 1/10 et 1/15), sont mélangés avec 3 ml de la
solution méthanolique de DPPH°. Apres 20 min d'incubation a I’ obscurité, | absorbance des
meélanges est lue a 515 nm. Les tests sont réalisés en triple. L’ activité anti -radicaaire est
calculée selon laformule suivante :

Abs ctl — Abs ext

ASY% = x 100
% Abs ctl

AVEC:

AS% : pourcentage d’inhibition ;
AbScontrol : Absorbance du control (solution DPPH) ;
ADbSexirait : Absorbance de I’ extrait.

[.10.2. Pouvoir réducteur
1. Principe

Le pouvoir réducteur des extraits obtenus est I’ aptitude des antioxydants présents dans
les extraits & réduire le fer ferrique du complexe ferricyanide-Fe* [FeCls/K sFe(CN)g] en fer
ferreux Fe?* La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir
réducteur de |’ extrait (Shon, et al., 2003).
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2. Mode opératoire

Un volume de 0,5 ml d’ extrait (dilution : 1/2, 1/3, 1/4, 1/6) est mélangé avec 2,5 ml du
tampon de phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanide de potassum a 1%. Le
mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 minutes. En suite, 2,5 ml de I'acide trichloracétique
10% ont été gjoutés au mélange. Un volume de 2 ml est prélevé du précédent mélange auquel
est gjouté 2 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique FeCls 0,1%, I'absorbance de la

solution résultante a éé mesurée a 700 nm (Pan et al., 2010). Lestests sont réalisés en triple.
[.10.3. Pourcentage d’inhibition del’ABTS
1. Principe

A une température ambiante et en solution le cation radical ABTS' [I’ acide 2,2’ -azinobis-(3-
ethyl-benzothiazoline-6-sulfonique)], présente une coloration bleuétre due a la réaction entre
I’ABTS et |le persulfate de potassium. Son passage alaforme non radicalaire, aprés saturation
de ses couches électroniques par un antioxydant s'accompagne d’une décoloration (Roberta
Re et al., 1998). La décoloration d ABTS™ est mesurée par un spectrophotomeétre est un

résultat de saréduction par des atomes d’ hydrogene données par I’ échantillon.
2. Mode opératoire

Un ml d'extrait dilué (dilution: 1/10, 1/15, 1/25) est additionner a 1 ml d’ ABTS. Aprés
incubation al’ obscurité et a 37 °C pendant 6 minutes, |’ absorbance est mesurée a 734 nm. Les
tests sont réalisés en triple (Amensour M, et al., 2010).

[.11. Analyse statistique

Les différents tests d'extraction et des dosages ont été complétés par une étude
statistique de la variance (Test de Tukey-HSD) a deux critéres de classification selon les tests
(Logicie Xlstat-Pro, ANOVA).
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[1.1. Traitement des échantillons

I1.1.1. Cinétique de séchage

Le séchage des échantillons permet d’ assurer une meilleure élimination d’ eau, tout en
préservant la composition en polyphénols. En outre, I'eau représente une source de
dégradation des composés phénoliques par oxydation enzymatique telle que la polyphénols-
oxydase qui modifie leurs structures (Tomas-Bar beran et Espin, 2001).

L e sechage conventionnel (air libre, étuve) et innovant (micro-onde) sont les méthodes
adopté dans cette étude et ce dans le but de comparer les performances des deux procédures.
Lafigure 16 représente |les points expérimentaux et les courbes obtenues a partir des modeles
de cinétiques.
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Figure 16 : Cinétique de séchage conventionnelle des feuilles de Laurus nobilis.
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Les résultats montrent que la température utilisée influe largement sur la vitesse de la
perte de masse des feuilles de laurier pendant leur séchage. En effet, a haute température (100
et 120°C), la perte en eau est beaucoup plus rapide. Concernant le séchage a l’air libre et a

I’étuve a40 °C, lavitesse de la perte en eau est trés lente.

D’ apres les résultats de la courbe de cinétique, nous constatons que le temps mis pour
la stabilité du poids des échantillons varie selon la température de séchage appliquée. Par
conséquent, les couples (Temps-température) ont été déterminés dont le temps correspond au
temps nécessaire pour atteindre la stabilité du poids et les résultats sont représentés dans la

figure 17.
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Figure 17 : Temps optimal de sechage par étuve a différentes températures.

Les résultats obtenus montrent que le temps de séchage est inversement proportionnel a la
température appliquée, Pour la stabilité du poids des feuilles de laurier, il afalu seulement
34 min dans le cas de séchage a 120°C suivi du séchage a 100°C qui a fallu 42 min. Par
contre pour le méme poids d échantillon seché al’air libre (25°C) et al’ éuve (40°C) il afalu

8 jours et 4 jours respectivement.

Selon Jean (2011) ; Jean-Jacques et al., (2003), la stabilité du poids (la partie
linéaire de la courbe) peut étre expliquée par le faite que la température de la surface atteint
celle de I'air de séchage car la force de migration de I’eau de I'intérieur vers la surface est

insuffisante. D’ autre part, il est également possible qu’il n'y plus d’ eau libre dans le produits
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donc I”humidité de surface est en équilibre avec I humidité de I’ air de séchage, ce qui signifie
gue le sechage est terminé.

11.1.2. Lescinétique de séchage assistée par micro-onde.

Les cinétiques de sechage des feuilles montrent que la perte de masse est en relation
proportionnel avec les puissances de séchage des microondes appliqueées. Les courbes ont une
allure exponentielle comme le montre la figure 18. En effet, la perte de masse est trés réduite

guand on appligue une puissance de 180 W en comparai son aux fortes puissances.

perte de masse (Q)

0 100 200 300 400 500 600
Temps (S)

0180w O300w 450w ©600w ©900w
Figure 18 : Cinétique de séchage microonde des feuilles de laurus nobilis.

Les couples (temps-puissances) évalués pour le séchage aux microondes sont représentés dans
lafigure 19

.
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Figure 19 : Temps optimal de séchage par microonde a différentes puissances

Les cinétiques de séchage microonde des feuilles de Laurus nobilis montrent que les
pertes de poids des feuilles sont en fonction des puissances de traitement. Les temps de
sechage les plus courts sont attribués a 900 W qui est de 3min 50s alors que, e laps du temps
le plus lent est obtenu lors de séchage a 180W qui a pris 8 min pour atteindre le méme poids.

Les résultats obtenus montrent que la durée de séchage est inversement
proportionnelle aux puissances de séchage les temps de séchage les plus rapides sont obtenus

ades fortes puissances.

La comparaison entre les deux types de séchage appliqués, conventionnel et
microonde, a montré que I’utilisation du microonde réduit considérablement le temps de
séchage. En effet, ce dernier est diminué de 8 jours et 34 minutes pour le séchage al’air libre
et al’éuve (120°C) respectivement et a 3 min 50s pour le séchage aux microondes (900W).

L’ efficacité de séchage par microondes peut étre expliqué par une haute pression
interne et les gradients de concentration qui augmentent |’ évaporation de liquide a travers le
produit jusgu’a la stabilité (Chemat, et al., 2008). Les taux de séchage étaient plus éevés
dans le début du processus et se réduit progressivement jusqu'a la fin de la procédure de
séchage. Les taux de déshydratation augmentent parall€lement avec les puissances micro-
ondes. Plus le niveau de puissance est grand, plus le temps de séchage est réduit. Cela a é&é

démontré par (Ghanem, et al., 2012) sur I’ écorce d’ agrumes.
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[1.2.Déermination del’humidité et I’ activité de |’ eau (Aw):
Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’ eau. Pour assurer
une bonne conservation, lateneur en eau doit étre inférieure ou égale 210 % (Paris et Moyse,
1965).

Dans le but d évauer |’ efficacité du sechage en terme de perte en eau; I”humidité et
I’ activité de I’ eau ont é&té déterminés pour les différentes poudres obtenues dans les différentes
conditions appliquées. Les résultats sont résumés dans le tableau V.

Tableau V : Taux d humidité et activité de |’ eau

Température | H (%) Aw puissance | H (%) Aw
(°C) (W)

25 12 0,46 180 12 0,46
40 12 0,41 300 10 0,45
60 12 0,45 450 10,89 0,46
80 12 0,44 600 10,89 0,46
100 12 0,4 900 10,89 0,46
120 12 0,41

Les résultats montrent que le séchage par microonde permet de déshydrater mieux le
matériel végétal que le séchage conventionnel. Concernent I activité de I’eau on remarque
gu'il ny'apas de différence significative entre les deux précédents procédés.

Ce qui confirme |’ efficacité du sechage par microondes en termes de temps et d’ humidité.

11.3. Dosage des composés phénoliques
11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats obtenus pour les poudres des feuilles de Laurus nobilis avec les
différentes méthodes de séchage (air libre, Etuve et Micro-ondes) sont représentés en mg
Equivaent Acide Gallique (mg EAG /g poudre) (Figure 20).
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Figure 20: Teneurs moyennes en polyphénols totaux (PPT) des extraits des feuilles de

Laurus nobilis obtenues par séchage air libre et étuve et microondes.
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Tableau VI: Teneurs moyenne en polyphénols totaux (PPT).

Températures (°C) Teneur en PPT
25 51,89 +0,56°
40 38,00 + 3,44°
60 46,31 + 2,83
80 43,75 + 2,25
100 39,01 +0,18°
120 51,85 + 1,78°
Puissances (W)

180 36,46 + 2,14°
300 53,22 +0,59°
450 49,66 + 0,31
600 41,67 +0,25°
900 40,63 +1,67°

Selon lafigure 20, les teneurs en polyphénols totaux des extraits obtenus par séchage
conventionnel varie entre 38 et 52mg EAG/q. Elles different d’ une température a une autre.
Le séchage a I'air libre, et les températures 60°C et 120°C ont donné les teneurs les plus
importantes en PPT avec des concentrations de 51,89+0.56, 46,31+2,83 mg et 51,85+1,78 mg
EAGI/g respectivement par rapport aux autres températures. Les différentes fluctuations
observées par rapport aux autres températures peuvent étre dues a un effet de température ou
du temps ou les deux en méme temps.

D’ aprés ces résultats, |e séchage par microonde nous donne un bon rendement en PPT.
Lateneur laplus élevée en PPT est obtenue a 300 et 450W avec une teneur de 53,22 + 0,59 et
de 49.67 + 0,31 mg EAG/g respectivement. Une diminution de 18 % de la teneur en
polyphénols est constatée en passant de la puissance 450 & 900W. La plus faible teneur en
PPT est observée a 180 W. Cette diminution est probablement due a la dégradation de ces
COMpPOsEs provoqués par la longévité du temps de séchage (dans le cas de 180W) soit par les
fortes puissances des radiations (600 et 900 W). (Ketata et al., 2010) affirme que les hautes
puissances de sechage influer négativement sur la qualité phénolique (diminution de la
guantité en polyphénols). La teneur élevée en PPT a la puissance 300W, s expliquer
probablement par les faibles radiations qui n’ont pas induit la dégradation des composes

phénoliques.

a0 |
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[1.3.2. Déermination des composes phénoliquestotaux par analyse spectrale:

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée on utilisant la méthode directe au

spectrophotométrique (indice des polyphénols)

Tableau VII: Indice des PPT obtenu par analyse spectrae.

Echantillon Indice des PPT
Puissances (W)

180 0,496 +0,004°
300 0,649 +0,005°
450 0,581 +0,005"
600 0,528 +0,004°
900 0,513 +0,001*
Températures (°C)

25 0,667 +0,008°
40 0,518 +0,005"
60 0,608 +0,002"
80 0,572 +0,004°
100 0,570 +0,004°
120 0,611 +0,007"

Selon le tableau VII  on constate que les concentrations les plus élevées en
polyphénols totaux aprés sechage par microonde sont attribuées aux puissances 300 et
450W donnant une teneur de 0,649 +0,005 et 0,581 + 0,005 respectivement.

Concernant e séchage conventionnel les teneurs les plus élevées en PPT sont obtenues
a 25, 120 et 60°C avec des concentrations de 0,667 + 0,008% 0,611 + 0,007° et 0,608
+0,002° respectivement. Ces résultats s accordent parfaitement avec les teneurs en
polyphénols totaux obtenu avec la méthode on utilisant le réactif folin-ciocalteu.

I1.4 Flavonoides.
Les teneurs en flavonoides contenues dans les poudres issues de différentes méthodes de

sechage sont illustrées dans la figure suivante :
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Figure 21 : Teneurs moyennes en flavonoides des échantillons séchés al’ étuve et aux

microondes des feuilles Laurus nobilis.

D’ aprés I’ étude statistique on remarque qu'il n ya pas de différence significative en
teneur de flavonoides pour les températures 60°C, 80°C et 120°C. Cependant la teneur
optimale est de 26,21 + 2,49mg ER/g a 80 °C, suivi de 23,53 + 1,21mg ER/g et 23,36 +
1,49mg ER/g pour 120°C et 60°C respectivement. Le séchage al’air libre présente une teneur
comparable aux résultats obtenus a 120 °C.

En comparaison aux extraits obtenus par séchage aux microondes, le rendement en
flavonoides a augmenté. En effet, |’ échantillon obtenu a 300 W a révélé une teneur de 30,43
+ 2,87 mg ER/g et celui obtenu & 180W présente une teneur de 28,53 + 0,57mg ER/g.

2 |
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Jusgu'a 900 W donnant une valeur de 18,53 + 47 mg ER/g. Cependant, le séchage a
haute puissances diminue le rendement en flavonoides. Selon Liu et al. (2007) et zhang,
(2007), cette diminution est probablement due aux fortes radiations des microondes,
responsabl e de la décomposition des flavonoides.

Les résultats obtenus montrent que la teneur en flavonoides et largement influencée
par les hautes puissances des microondes. Par comparaison au chauffage conventionnel,
I’ étude a montré que les concentrations les plus é evées sont obtenues lors du séchage a 60, 80
et 120 °C, ce qui correspond parfaitement aux résultats de Juane Dong et al., (2011).

I1.5. Lestanins;

Les résultats obtenus de dosage des tanins des différents extraits sont représentés dans la
figure suivante.
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Figure 22: Teneurs moyennes en tanins des échantillons de feuilles séchées al’ air libre, a
I’ étuve et aux microondes.
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D’ apres lafigure, lateneur laplus élevée en tannins est obtenue au sechage al’air libre
avec une teneur de 65,13 + 1,06 mg EC/g. Par contre, les autres conditions de séchage
montrent une baisse de la teneur en tannins. En effet, a une température de 120°C, une
diminution de la teneur en tannins de 45 % est observée. Par comparaison aux résultats des
flavonoides, on peut déduire que les conditions de séchage peuvent affecter différemment la

composition polyphénolique des extraits.

Le séchage aux microondes montre qu’a 300 W la teneur la plus éevée en tanins est
de 82,60 + 2,12 mg EC/g et qui est supérieure aux résultats obtenus avec le séchage
conventionnel ce qui concorde aux travaux de Erikson et al. (2000). Les autres puissances
appliquées, montrent une diminution de la teneur particulierement a 900W avec une baisse de
55% est constatée, ce qui correspond aux résultats observés avec les flavonoides. Cela est
peut-étre di a la dégradation de ces composés sous |'effet d'irradiation des microondes
(Zhang et al., 2007).

I1.6.Chlorophyllea, b et Caroténoides:

Les résultats obtenus lors de dosage des chlorophylles a, b et caroténoides ainsi que la

variation du pH des échantillons séchés par différentes méthodes sont représenté dans le

tableau suivant :

Tableau VIII : Teneurs moyennes de Chlorophylle A, B et Caroténoides des
extraits
Echantillons PH | Chlorophylle A Chlorophylle B Caroténoides

(ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)

Microondes (W)
180 6,78 0,77 £ 0,01% 1,32 +0,01¢ 0,009 + 0,003%
300 6,81 0,61 +0,02" 1,10 + 0,03f 0,084 + 0,022°%f
450 6,79 0,88 + 0,02 1,44 + 0,03° 0,135 + 0,040°
600 6,83 0,87 + 0,02 1,36 + 0,02 0,100 + 0,019
900 6,87 0,73 + 0,003¢ 1,12 +0,00° 0,008 + 0,008¢
Etuve (°C)
25 6,95 1,78 + 0,05° 2,03 +0,05° 0,044 + 0,028
40 6,35 1,40 +0,01° 1,24 +0,02% 0,330 + 0,026
60 6,89 2,44 +0,01° 2,12 +0,02° 0,071 + 0,002°
80 6,44 3,13+0,03° 1,73 £0,01° 0,620 + 0,015°
100 6,65 2,52 +0,02¢ 1,70 £ 0,01° 0,041 + 0,013
120 6,85 4,31 + 0,00° 2,05 + 0,04° 0,561 + 0,014°

.
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Selon les résultats obtenus on remargue que la chlorophylle a est mieux préserve par le
sechage microonde que par |le séchage conventionnel car lors du séchage aux microondes avec
les différentes puissances appliquées on observe aucune différence significative (p < 0.05)
sur la teneur en chlorophylle a. Elle est de 0,77 £ 0,01 (avec un pH de 6,78) a 180W et de
0,73 £ 0,003 2900 W avec un pH de 6,87.

Cependant la teneur en chlorophylle a est affectée par les différentes températures
appliquées. Lors du séchage a l'air libre (25 °C) et al’éuve 40 °C, on a remargqué que la
teneur en chlorophylle a est relativement faible et plus on augmente la température de sechage
plus les teneurs on chlorophylle a augmentent pour atteindre 142% a la température 120 °C
par rapport aux résultats obtenus al’air libre. Ce résultat est semblable aux ceux obtenus dans

le cas des caroténoides dont une forte augmentation de la teneur est observée a 120°C.

Cette augmentation de la teneur en chlorophylle a dans les échantillons chauffés a des
températures élevées peut étre expliquée par le fait que I’intensité de la chaleur appliquée a
favorisé lalibération et la disponibilité de la forme libre de la chlorophylle contenue dans les
chloroplastes. Par comparaison aux résultats des échantillons traités par microondes, on

déduit I'importance de I’ effet de temps de séchage sur |e rendement en chlorophylle.

Concernant la chlorophylle b on remarque qui n y’a aucun effet significatif du temps de
sechage avec |'augmentation des températures ou les puissances sur les teneurs on
chlorophylle b. Néanmoins, la teneur en chlorophylle b des échantillons obtenue par le
séchage conventionnel est supérieure a celle retrouvée par microondes ce qui correspond aux

résultats précédents.

La détermination de pH dans les extraits des différents échantillons montre qu'il
pourrait y avoir un effet sur la teneur en chlorophylle b surtout lors du séchage conventionnel
En effet, on remarque que plus le pH est éleve, plus la teneur en chlorophylle b est plus
importante. Les concentrations les plus €levés sont obtenues avec des séchages al’air libre, 60
et 120 °C avec des concentrations de 2,03 + 0,05, 2,12 + 0,02 et 2,05 £ 0,04 (ng/ml)
respectivement avec des pH qui varient entre 6,85 & 6,95. Ainsi la chlorophylle se dégrade
plus rapidement avec |I’abaissement du pH ce qui concorde avec les travaux réalise par
(Nuray Koca, €t al., 2005).

I1.7. Caractérisation des minéraux:
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Les diffractogrammes suivants présentent les différents minéraux présents dans les

poudres séchées par les trois types de séchage: séchage éuve a 120 °C, microondes a 900 W
et I'ar libre

» Séchageal étuvea 120 °C.
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Figure 23 : Teneurs moyenne des différents minéraux présents dans les poudres sechées a
I’étuve 2120 °C
Le séchage a 120 °C a montré la présence de plusieurs pics de diffraction en

différentes positions avec un pic important en position 29 a une intensité de 1500. La calcite

est le minéral majoritaire présent dans notre échantillon
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» Séchage aux microondes a la puissance de 900W.
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Figure 24 : Teneurs moyenne des différents minéraux présents dans les poudres séchées par

microondes a 900 W.

Lors du séchage microondes 900 W on a remarqué aussi la présence de plusieurs pics
de diffraction en différentes positions mais le pic le plus haut est retrouvé en position 29 a une
intensité d’ environ 1750 ce qui est |égérement plus important par rapport au séchage al’ étuve

(120 °C).Lacacite est toujours le minéral majoritaire retrouve dans ce cas.
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» Séchageal’air libre.
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Figur e 25: Teneurs moyenne des différents minéraux présents dans les poudres séchées al’ air
libre.

L’ analyse de diffraction par rayon X de I’ échantillon séché a I’air libre a révélé la
présence de la calcite en grande quantité avec une différence significative avec les
échantillons obtenus par séchage a I’ étuve et aux microondes. L’ analyse a révélé |la méme
position du pic de diffraction avec une intensité beaucoup plus importante environ 3000, par
rapport au séchage a 120 °C et a 900 W. Cela est probablement di a latempérature de I’ étuve
et les radiations des microondes qui exercent une pression sur le matériel végétal pour
éliminer plus rapidement I’ eau, mais son élimination N’ épargne peut étre pas |es minéraux.

Cependant, une éude antérieure a montré gue les minéraux sont mieux préserveés lors
du séchage a I’ éuve 50 °C. (Musa O zcan et al., 2004). Mais Il est important de souligner
gue I'utilisation de plante d’ origine géographique et climatique distinctes ainsi que des
méthodes d’ extraction et de dosage différentes reduisent la fiabilité d une comparaison entre

les deux études.
48
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I1.8.Evaluation del’activité antioxydante

Pour mieux comparé les techniques de séchage, nous avons éudié I’ activité antioxyante en

réalisant trois tests: Test au radica DPPH®, le pouvoir réducteur au ferrocyanure de potassium
et I’ABTS.

» Test au radical DPPH®
L’ activité antioxydante de nos extraits est exprimée en 1Cso, il définit 1a concentration du

substrat inhibant 50% du radical DPPH®. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure
suivante.
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Figure 26 : Activité antiradicalaire au DPPH°® des extraits de feuilles de Laurus nobilis
obtenue par séchage conventionnel et au microonde
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Selon les résultats obtenus, le pouvoir de piégeage du radical DPPH®, est important a
100 et 120°C avec un ICsp de 0.030 + 0.008 et de 0.029 + 0.005 pg/ml respectivement (p <
0.05). Néanmoins on remargue aussi qu’a 25°C le pouvoir de piégeage est tres faible avec
une valeur d'1Csp 0.122 + 0.007 pg/ml. Ces résultats ne correlent pas avec les teneurs en PPT
surtout pour I’échantillon seché al’air libre qui a montré une forte teneur en PPT. Cela peut
étre attribué a un effet qualitatif des extraits.

Par ailleurs, Les travaux de Hayat et al. (2010) ont montré que la teneur éevée en
polyphénols provogue |’ association de ces derniers ce qui empéche le DPPH® & accéder a ces

composes pour induire I’ activité anti-radicalaire.

En comparaison aux résultats obtenus par séchage microonde, les meilleurs pouvoirs
d’inhibition sont obtenus avec les échantillons séchés a 180, 300 et 600 W présentant des | Csg
de 0.048 £ 0.005, 0.063 £ 0.006 et 0.062 + 0.001 pg/ml respectivement. Les extraits
présentant une faible activité antioxydante sont ceux obtenus a 450 et 900 W. Ces résultats
sont en harmonie avec les résultats de I’ analyse phytochimique. En effet, I’ échantillon a 900
W présente une faible teneur en flavonoides et en tannins par comparaison avec celui de 300
W. Cela, montre qu’il y’a une bonne corrélation entre I’ activité anti radicalaire au DPPH et la

teneur en polyphénols ce qui est en accord avec les résultats de Dairi et al. (2014).

L’ éude statistique a révéé une différence significative (p < 0.05) de I’ activité anti-
radicalaire des extraits obtenus par séchage conventionnel et microonde.

» Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur est une analyse de I'activité antioxydante qui est rapide et reproductible
et facile a exécuter. Elle est basée sur la capacité des composeés phénoliques a réduire le fer
ferrique Feen fer ferreux Fe™ ;la puissance de réduction est l'un des mécanismes
antioxydants (K aragozler et al., 2008).
Les résultats représentés dans le tableau | X, montrent I'évolution du pouvoir réducteur

desfeuilles de Laurus nobilis.
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Tableau 1X : Activité réductrice au ferrocyanure de potassium des extraits obtenus par

séchage conventionnd et microondes de Laurus nobilis.

Echantillons Pouvoir réducteur (Abs)

Puissances(\W) D1/2 DV/3 DV4 D16
180 1,191+0.073* 0,860 0.020" 0,660+0.013" 0,451+0.022¢
300 1,480+0.0312 1,021+0.020% 0,841+0.012" 0,580+0.006"%
450 1,301+0.064° 0,910+0.017% 0,721+0.017%" 0,52+0.007
600 1,030+0.019% 0,931+0.002 0,610+0.004"™ 0,412+0.001'
900 1,130+0.048% 0,830:£0.005' 0,651:+0.027" 0,441+0.002

Températures (°C)
25 1,540+0.0172 1,040+ 0.006" 0,840+0.012¢ 0,521+0.011
40 1,030+0.005 0,721+0.009" 0,571+0.008 0,450+0.005
60 1,131+0.026° 0,880+0.011' 0,601+0.021' 0,46+0.004
80 1,110+0.006° 0,711%0.012" 0,560+0.007 0,372+0.001™
100 0,990+0.021° 0,720+0.017" 0,581+0.011" 0,431+0.007
120 1,400£0.013° 1,051+0.026° 0,721+0.003" 0,441+0.021'

Les résultats montrent que le pouvoir réducteur et proportionnel a la concentration
des extrais (un effet dose dépendant). Plus la concentration augmente, plus le pouvoir
réducteur augmente. La dilution ¥2 nous a donné un meilleur pouvoir de réduction.
Concernant le séchage microonde on remargue que les puissances 300, 450 et 180 W ont
donné une meilleure activité antioxydante qui est de 1.480 + 0.031, 1.030 + 0.064 et 1.191 +
0.073 respectivement. Cependant |’ activité antioxydante la plus faible est attribuée au séchage
a 600 et 900 W donnant des valeurs de 1.030 = 0.019 et 1.130 + 0.048 respectivement. Ces
résultats se corrélent positivement avec les teneurs en PPT présent dans ces échantillons aussi
letest DPPH (surtout pour I’ échantillon obtenu a 300 W).

Concernant le séchage conventionnel |’ activité antioxydante la plus importante est
obtenue lors du séchage al’air libre et al’ étuve a 120 °C avec des valeurs de 1,540 + 0.017,
1.400 £ 0.013 respectivement ce qui est en accord avec leur taux en PPT. Par contre, une
comparaison avec le test DPPH révele que I’ échantillon obtenu al’air libre ne présente pas la
méme activité antioxydante en utilisant les deux tests utilisés. Ce qui peut confirmer notre

précédente hypothese.

s



Partie pratique Résultats et discussion

On peut aors en déduire que il y a une corrélation positive avec les concentrations en
polyphénals.

» Test au 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) :

La capacité antioxydante des extraits est évaluée par I' ABTS (Roberta Re et al., 1998). Ce
test permet d’ apprécier le pouvoir anti oxydant des extraits obtenus par séchage microondes et
conventionnel. Les résultats sont représentés dans lafigure 27.
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Figure 27 : Pouvoir antioxydant des extraits obtenus par séchage conventionnel (A) et
microonde (B) évalué par letest ABTS.




Partie pratique Résultats et discussion

Le test ABTS n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre eux
selon leur capacité apiéger leradical ABTS et ainsi, d’ apprécier les variations qualitatives des
composés bioactifs. Ceci suggere gue les deux températures (25 et 120 °C) possedent des
composes doués d’ activité antioxydante élevée au radical ABTS. En comparant avec |’ activité
antioxydante des extraits obtenus par MO nous avons remarqué que les deux puissances 450
et 900 W présentent une activité remarquable et similaire (non significative) (p<0.05) acelle
obtenue par le séchage conventionnel a 25 et 120 °C. Ces variations dans la capacité
antioxydante des extraits polyphénoliques de ces deux méthodes de sechage pourraient étre

dues principa ement ala phénomeénologie de |’ expérimentation.

D’aprées nos travaux antérieurs sur les feuilles de Pistacia lentiscus la tendance en
terme de I’ activité antioxydante est similaire a celle de la présente investigation (Arabi et
Boucherguine, 2013).
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Conclusion

A traversles siecles, le savoir concernant les plantes s est organisé, documenté et a été
transmis de génération en génération. Aujourd’ hui, le recours a la médecine par les plantes
connait un regain d’intérét. Le présent travail sintéresse al’ éude comparative des procédés
de séchage et I'influence de ces procédés sur la quantité phénolique de Laurus nobilis ainsi

gue son activité antioxydante.

Le résultat des cinétiques de séchage montre que, avec la méthode innovante du
sechage assistée par micro-onde, les feuilles de laurier se déshydratent plus rapidement que
par la méthode conventionnelle. Avec la plus faible puissance utilisée du micro-onde (180W),
il afalu seulement 8 min pour stabiliser la masse de 5g d’ échantillon a 2,88 g, par contre,
pour les feuilles séchées al’air libre (25°C) et avec des basses températures (40°C) de I’ étuve,
il afallu 8, 4 jours a 25 et 40 °C respectivement. Pour les fortes puissances du micro-onde
(900W) 3 min 50 sec ont été suffisantes pour déshydratées 5 g de feuilles, par contreil afallu
34 min a120°C dans étuve.

Pour e dosage des PPT par la méthode colorimétrique et directe, le rendement optimal
est attribué au séchage al’air libre (51,89 mg EAG/Q), suivi par 120 °C (51,85 mg EAG/Qg).
Par contre, le séchage avec la méthode innovante assistée par micro-onde le taux le plus élevé
est attribué a la puissance de 300W (53,22 mg EAG/g), qui reste supérieur et significatif au
seuil de confiance de 95% de celui obtenu al’air libre et a 120 °C. La méme tendance a été

constatée dans | e cas des flavonoides et des tanins.

Concernant |’ activité antioxydante, I’ é&ude confirme également une certaine corrélation entre

lateneur en substances bioactives et | activité anti-oxydante mise en évidence.
Toutefois, il serait souhaitable de compléter cetravail avec :

v Elargir I’ échantillonnage pour I’ ensemble du territoire nationa ;
et analyser |I'impact de I’ origine géographique sur la composition en
antioxydant et activités biologique ;

v Optimisation et modélisation des processus de sechage assistés
par microonde et conventionnel ;

v Dével oppement de la technique de prétraitement de séchage
assistée par les ultrasons ;

v Extraction/séparation et optimisation par plan d’ expérience la

phénoménol ogie expérimentale ;

)



Conclusion

v L’ utilisation de techniques d' analyses plus performantes telles
gue HPLC, LC-MS etc., pour la caractérisation de la contenance en substance
d'intérét, afin de déterminer les meilleures conditions de séchage ;

v Investigation et application de ces procédés de séchage
subdivisées précedemment al’ échelle industrielle ;

v L’ étude de la biodisponibilité des composés phénoliques de
Laurus nobilis, afin de prévoir leur effet sur la santé humaine ;

v L’ évaluation de |’ activité antimicrobienne des différents extraits

étudiés.
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Annexe 1: Courbesd’ éalonnage
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Figure 2 : Courbe d’ étalonnage de larutine.
0,4 -
0,35
0,3
0,25 y =0,3777x
0.2 R?=0,9907
0,15
0,1
0,05
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 3 : Courbe d’ étalonnage de la catéchine.




Résumé

Laurus nobilis est I' arbuste méditerranéen éudié de par le temps par de nombreux chercheurs
en raison de ses vertus thérapeutiques, nutritionnelles et ornementales. Cependant, I'industrie
pharmaceutique est toujours en quéte d’innovations de produits et de procédés.

Dans cette présente investigation, une éude comparative a été réalisée entre deux méthodes de
séchage. Une méthode innovante par micro-ondes (de 180 a 900W), et une méthode conventionnelle
(air libre et étuvage de 40 & 120 °C). Des cinétiques de séchage ont été réalisées en fonction de la perte
de masse au cours du temps. La composition phytochimique, minérale ainsi que I’ activité anti-
oxydante des différents échantillons ont été analysées. Les cinétiques éudiées ont montré que la
stabilité du poids des échantillons est atteinte plus rapidement avec le séchage micro-ondes (900 W/
210 9), suivie par le séchage al’ éuve (120 °C/2040 s).

La méthode du Folin-Ciocalteu et I'indice des polyphénols (a 280 nm) ont montré un
rendement optimal en Polyphénols totaux (PPT) pour I’ échantillon séché al’air libre, suivi par celui a
120 °C. Cependant, le procédé par ondulation a donné la teneur la plus élevée en PPT (ala puissance
de 300 W) par comparaison au séchage conventionnel. L’ étude de |’ activité antioxydante a confirmé,
également |’ efficacité du procédé dével oppé.

La méthode de séchage assistée par micro-onde est recommandée pour |la préparation rapide,
économique et fiable des matrices contenants des substances a haute valeur g outée.

Mots-clés: Laurus nobilis, cinétique de séchage, micro-onde, activité antioxydante.

Abstract

Laurus nobilisis the Mediterranean shrub studied through time by many researchers dueto its
therapeutic, nutritional and ornamental qualities. However, the pharmaceutical industry is aways
looking for product and processes innovations.

In the present investigation, a comparative study was conducted between two drying methods.
An innovative method by microwave (180 to 900W), and a conventional method (air drying and
stoving from 40 to 120 °C). Kinetic drying were performed according to the mass loss over time. The
phytochemical and mineral composition as well as the antioxidant activity of the different samples
were analyzed. Kinetic studied showed that weight stablility of sample is faster reached by Mirowave
drying (900 W / 210 s), followed by oven drying (120 °C/2040 s).

The Folin-Ciocalteu method and polyphenols index (at 280 nm) showed TPC optimum yield
from open air dried sample, followed by 120 °C. However, the process by waving gave the highest
TPC content (for 300 W) compared to conventiona drying. The antioxidant activity study confirmed
al so the efficiency of the devel oped method.

Microwave-assisted drying method is recommended for fast, economical and reliable
preparation of matrices containing high added-value compounds.

Keywords: Laurus nobilis, drying kinetics, microwave, antioxidant activity.



