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Introduction

Des changement majeurs en agriculture et dans notre alimentation ont généré des
effets délétéres sur I’environnement et la santé humaine (Duru et al., 2017). En fait, I’étude
des plantes remontre a des centaines d’années et elle a permis de les explorer non seulement
pour I’alimentation mais aussi dans de nombreux domaines, notamment la médecine, la
cosmeétique, la pharmacopée et d’autres fins industrielles (Mushtaq et Wani, 2013 ;Veiga et
al., 2018).

Les composés bioactifs naturelles sont omniprésents dans les végétaux. Ces substances
organiques suscitent un domaine d’intérét émergent en nutrition depuis les années 1990, en
raison des preuves croissante de leurs multiples effets bénéfiques sur la santé humaine. Elles
sont synthétisees par les plantes en tant que métabolites secondaires. De nombreuses
propriétés sont largement decrites par les études épidémiologiques (Chasemzadeh, 2011 ;
Cory etal., 2018 ; Visioli et al., 2011 ; Vouzour et al., 2010; Vicente et al., 2018).

Cynara cardunculus L., appelée communément cardon, représente un composant
solide d’un régime méditerranéen traditionnel. Des études récentes ont montré que les sous
produits du cardon sont principalement composes des feuilles, qui représentent environ 60%
du total des déchets. Leurs extraits aqueux sont utilisés en médecine traditionnelles comme
diurétique et hépatoprotecteurs, en raison de leur forte teneur en composés bioactifs. De plus,
ils peuvent étre utilisées comme d’herbicides d’origine naturels, agents aromatisants des
boisons alcoolisés et comme additifs alimentaires. Ces capacités biologiques ont été attribuées
a une large gamme de composés phytochimiques tels que les acides phénoliques et les
flavonoides. La constitution considérable du Cynara cardunculus en composés phénoliques
lui confére la propriété d’étre une bonne source d’antioxydants et un antimicrobien d’une

valeur potentiel (Berbosa et al., 2020 ; Oppedisano et al., 2020).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’optimisation des conditions d’extraction des
composés phénoliques totaux du Cynara cardunculus. Une étude préliminaire est effectuée
sur les facteurs qui peuvent influencer le rendement de cette extraction tels que la
concentration du solvant et la durée d’extraction. Un plan d’expérience a été suivi en utilisant
la méthodologie de surface de réponse sur deux paramétres dans le but de déterminer les

conditions optimales pour obtenir 1’extrait final riche en polyphénols totaux et flavonoides.
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Chapitre I Matiere végétale

1. Historique

Dés D’antiquité, le cardon était connu par les anciens grecs, les romains et les
égyptiens ou les éthiopiens dans toutes les régions méditerranéennes. 1l semble cependant que
le cardon ne soit apparu en Europe qu’a la fin du moyen Age, mais ¢’est surtout au XVI*™
siecle qu’il prend son essor en suisse avec la migration des huguenots de Touraine, certains
cultivateurs du sud de la France I’emportant avec eux jusqu’aux portes de Geneve avec la
révocation de I’Edit de Nantes en 1685. Le cardon apparait dans les livres de cuisine suisses
dés le XVII®™ siécle ou il obtient ses lettre de noblesse culinaire, il est cité alors en 1749
dans une recette en langue allemande "cardon zu machen” et il figurait souvent dans des livres

de meédecine (Castleman, 2010 ; Coux, 2019 ; Greene, 2012 ; Loison, 2006).

Il était aussi d’un usage curatif (troubles gastriques et hépatiques, maladies
chroniques, infection de la peau, etc). Le renom du cardon s’efface pendant la deuxiéme
moitié du XX*™ siécle ainsi il été déja considéré comme un luxe par les romains et
consommeé surtout & Noé&l, il est aussi descendu d’un chardon sauvage (Castleman,
2010 ; Coux, 2019 ; Greene, 2012 ; Loison, 2006).

La culture de ce léegume gourmand et vorace est mentionnée pour la premiére fois en
Angleterre en 1548. Tandis quelle est entré en France depuis I’Espagne pour s’installer dans
les territoires du sud de la France et de la vallée du Rhéne olivier de serre en 1650. Volmarin
pousse ensuite la commercialisation de ses graines en 1819 et il est introduit dans les cultures
maraicheéres parisiennes en 1841 alors qu’il est exporté en Sicile au début du XIV®™ siecle. I
est arrivé aux Etats-Unis au milieu des années 1800 par les colons espagnols que I’ont amené
en Californie. Le cardon devenu un met réservé aux plus riches, faisons alors la richesse de

ses vendeurs (Doré et Varoquaux, 2006 ; Coux, 2019).
2. Origine

Le cardon est trés proche parent de I’artichaut dont le cardon sauvage (Cynara
cardunculus var. Sylvertris) est I’ancétre de ces deux espéces cultivées (Cynara cardunculus

et Cynara scolymus) (Charmeton et al., 1814 ; Koubaa et Damak, 2003; Perrault., 1881).

Bien que son origine soit réellement trés obscure, le cardon est généralement rencontré
a 1’état spontané dans des zones cotieres sur des sols semi-arides essentiellement argileux, qui

se trouve principalement dans les contrées méridionales de I’Europe (sud de la France, sud de
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I’Espagne, Portugal, Chypre, Corse, Gréce, Silice, Catalogne,...) et dans le nord de 1’ Afrique
(Algérie, Tunisie, Tles canaries et Madére, montagnes du Maroc,...). Enfin, sur tout le littoral
méditerranéen (Figure 01) (De Candolle, 2018 ; Perrault, 1881).

Figure 01 : Carte géographique de la répartition du Cynara cardunculus dans le littoral
méditerranéen (Quiroz, 2018).

3. Nomenclature et domestication

Le nom du genre cardon a éeté introduit par Linné (1753), ce dernier est dérivé selon
certains du grec "Kynara", nom adopté a diverses variétés épineuses. Le nom de 1’espéce est

le diminutif du mot latin carduus "chardon™ (De Couplan, 2009 ; 2012).

Cette plante magnifique et excellente parait sur nos tables sous les noms vulgaires de
cardes, cardons, artichaut sauvage, chardonnette ou cardonnette (Lisan, 2015). Les cardons
« Cynara cardunculus », sont tres commun en Algérie sous le nom arabe "hirshuff* ou
"kerschouff”, d’ou les Kabylie berbéres se dit "addad" ou "tagha”. Par contre, les italiens le
mangent sous le nom de "girello™ et pour les espagnols ont fait "Alcachofa", ainsi que les
persans surnomme "kunghir" et les hindous ont pris le mot persan "kunjir" ce qui montre qu’il
a été introduit a une époque tardive, alors que les auteurs chinois ne mentionnent aucun
cynara (De Candolle, 2018 ; Trabut, 1910).
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4. Classification (taxonomie)

Cynara est 1’un des treize genres de la tribu des Cynarées, et appartient a la vaste
famille des Astéracées (parfois appelée composées) (Foury, 1997). Selon la revue du
Wiklund, cette famille comprend huit espéces diploides (2n = 2X = 34 chromosomes). En fait,
Cynara cardunculus est un complexe d’espéeces constitué de trois taxons (en 1838), a savoir
I’artichaut (C. scolymus), le cardon cultivé (C. cardunculus var. altilis DC) et le cardon
sauvage (C. cardunculus var. Sylvertris Lam). Seules les parties blanchies sont gardées pour

la consommation (Conceicao et al., 2018 ; Sonnante et al ., 2012).
Le tableau I représente la classification du cardon :

Tableau I : Classification botanique de Cynara cardunculus (Pagnotta et Noorani, 2013).

Regne Plantes

Sous regne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Asteridées

Ordre Asterales

Famille Astéracées

Genre Cynara

Espece Cynara cardunculus L.

5. Description botanique

Cynara cardunculus forme aprés sa deuxieme année de culture une admirable
sculpturale qui peut atteindre deux meétres de haut et de large. Cette plante ornementale, elle
I’est en effet, la variété qui se développe d’abord en rosette, puis émet une tige principale
épaisse, rigide, dressé et blanchatre, élevée de 1m 50 a 2 m de haut, portant a ses extrémités
des tétes a fleurs de forme presque ronde, grosses, droites et atteignent 4 a 5 cm de diametre.
Les feuilles sont alternes, trés grandes et longuement pétiolées, aux bords dentés et hérissees
de fortes épines jaunatres/oranges de 5 a 20 mm de long, ses feuilles sont également couverts

de poils denses donnant un aspect laineux blanc, profondément divisées en lobes aigus, de

4
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couleur vert s’y marie au blanc d’argent ou gris-vert en dessus et presque blanches en dessous
(Figure 02) (Morren, 1845 ; Richard, 1823 ; Vilmorin-Andrieux et Cie, 1883).

Figure 02: Arbuste du cardon (photographie).

Ses fleurs appelées aussi florans, sont hermaphrodites, réunissent en capitules entourés
d’un involucre de bractée, a écailles généralement pointue et dure, ont un fort parfum et nectar
abondant, de beau bleu d’azur ou bleu violacé qui s’épanouissent en 2™ année dont la fleur
est composé de 5 sépale, 5 pétale, 5 étamine et 2 carpelle sont également des organes

comestibles. (Goertz et Le Jeune, 2007 ; Vilmorin-Andrieux et Cie, 1883).

La partie souterraine du cardon est un gros rhizome pourvu d’un puissant systéme
racinaire, pivotant trés profond (peut atteindre 2 m) qui se régénere chaque année et qui lui
donne une bonne résistance a la sécheresse et sans doute a des froids pas trop intenses. Les
graines sont des akénes, longues de 6 a 18 mm, oblongs, Iégerement aplaties et anguleuses,
parfois avec des courtes stries longitudinales (rayées), de couleur gris clair, brun foncé ou
noir, ainsi au sommet de chaque graine se trouve un cercle de aigrette plumeuse qui tombent
facilement (Figure 03) (Goertz et Le jeune, 2007 ; Gominho et al., 2018 ; Vilmorin-
Andrieux et Cie, 1883).

Il existe alors, dans le domaine de commerce des graines, deux variétés de cardon :
I’une inerme qui est le cardon cultivé (possede des feuilles sans épines), et ’autre est épineuse
pour ses feuilles et ses tiges (cardon sauvage). Seule la variété épineuse est réputé étre la

meilleures, qui fait les délices des gourmets (Goertz et Le Jeune, 2007 ; Guibourt, 1869).
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Figure 03 : Morphologie du Cynara cardunculus (a) arbuste; b) coupe transversale
d’un capitule; c¢) fraction de tige; d) akéne; e) aigrette; f) noyau; g) enveloppe; h) poils
de aigrette plumeux; i) poils réceptaculaires) (Gominho et al., 2018).

6. Cycle de croissance
Cynara cardunculus, comme d’autres espéces méditerranéennes ; est une plante
entierement adaptée aux conditions climatiques locales, ou les pluies sont faibles, irréguliéres
et principalement concentrées en automne / hiver. En revanche, les étés chauds et secs ne sont
pas favorables a la croissance des plantes surtout si aucune irrigation n’est utilisée. Cette
plante végétale préfere pour leur semis un sol frais, profond et meuble, riche en matiére

organique (humus) et une exposition ensoleillée (Amphion, 1899 ; Conceicéo et al., 2018).

Le premier cycle de croissance naturel de C. cardunculus commence avec la
germination des graines dispersées, généralement au début de I’automne (septembre-octobre).
A ce stade, une racine primaire s’allonge vers le bas, devenant une racine pivotante profonde
aprés plusieurs mois. Dans le méme temps, les deux cotylédons surgissent du sol, et peu de
temps apres la croissance de plusieurs feuilles donnant progressivement naissance a une
rosette de feuilles qui continue de croitre en taille et en nombre jusqu’a I’hiver et le début de
printemps. Cette derniére pousse généralement assez lentement mais d’une maniére régulicre.
Alors, a la fin du printemps (avril- mai) une tige s’éléve du milieu de la rosette qui porte des
ramifications de feuilles comprenant plusieurs tétes. Apres la floraison et la fertilisation des
fleurs, les fruits madrissent et enfin la biomasse aérienne se desséche et la partie souterraine

entre en état de dormance en été (juillet / aoQt). Lorsque les conditions météorologiques
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deviennent plus favorables, les bourgeons vivaces de la partie basale de la plante poussent et
un nouveau cycle de développement commence (Figure 04) (Archontoulis et al.,
2010 ; Conceicdo et al., 2018 ; Fernandez, 2005 ; Fernandez et al., 2006 ; Gominho et al.,
2018 ; Pandino et al., 2012).
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Figure 04 : Cycle de croissance annuel de Cynara cardunculus L. A) Premier cycle de
croissance annuel a partir du semis. B) Deuxieme cycle de croissance (ou cycles suivants), a
partir de la récolte (Gominho et al., 2018) ; C) Stades principaux de croissance du cardon
(Ciancolini, 2012).
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7. Composition chimique et valeurs nutritionnelles

Sur le plan nutritionnel, le cardon est un excellent aliment d’hiver, renferment un
cocktail de minéraux, ainsi de macro et micronutriment tels que magnésium, calcium, fer, et
surtout en potassium, de méme riche en fibres alimentaires solubles. 1l contient aussi une dose
de vitamines dont la vitamine du groupe B surtout une excellente source de folate (vit By) et
la vitamine C. Il présent 1’avantage d’étre trés peu calorique et fait partie de ce fait d’un
régime amaigrissant. Ce qui contribue dans ces conditions a faire du cardon un légume
particuliérement intéressant (Tableau I1).
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Tableau Il : Composition chimique du cardon pour 100 g de produits cru (Fordhan et al.,

2003 ; Quebec, 2013).

Composants (g) Minéraux (mg) Vitamines
Eau 94 Manganése (Mn) 0,26 Equ.p-Carotene Traces
Protéines 0,7 Magnésium (Mg) 42 Vitamine C (mg) 2
Glucides 4,1 Phosphore (P) 23 Niacine (B3) (mg) 0,3
Fibres 1,6 Potassium (k) 400 Vitamine Bg (MQ) 0,043
Matiére grasses 0,1 Calcium (Ca) 70 Folate (Bg) (1) 28,3
Energie(Kcal) 17 Fer (Fe) 0,7 Vitamine A (1U) 120

Les capitules, les feuilles et les graines du cardon sont riches aussi en (Goetz et al.,
2007 ; Koubaa et al., 1999 ; Lim, 2013 ; Petropoulos et al., 2018 ; Pandino et al., 2012):

e Composés phénoliques : Ester d’acide quinique, acide caféique et ses dérivés comme

acide chlorogénique et cynarine.

e Flavonoides : Les plus représentatifs sont les flavones comme 1’apigénine, la lutéoline

et leurs dérivés, alors que certains flavonones représentent de composants mineurs.

¢ Acides alcooliques : comme acide malique, citrique et succinique.

e Lactone : qui est un sesquiterpéne, comme cynaropicrine (un principe amer de type

goionolide).

¢ Des tannins, des anthocyanines et coumarines.

e Sucre : Inuline au niveau des racines.

e Des stéroides (stérols et des saponines).

e Des protéases : au niveau des fleurs tels que des cardosines A et B.

e Des lignanes.

D’une maniere générale, le cardon cru constitue une bonne source d’acide

phénoliques et de flavones, bien que les méthodes de cuisson augment le profil qualitatif et

quantitatif des polyphénols, encourageant alors une culture et une consommation plus larges

de ce légume non seulement dans la région méditerranéenne, mais partout dans le
monde (Fordhan et al., 2003 ; Quebec, 2013 ; 1999).
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8. Propriétés biologiques et usages

Cynara cardunculus est une plante polyvalente avec un large éventail d’application
potentielle, utilisées dans la région méditerranéenne pour 1’alimentation ; comme légume
d’hiver et comme substitut de la présure pour la coagulation du lait. Cette plante a une
importance régionale importante dans le nord de I’Afrique et en Algérie, ou elle est utilisée
pour la préparation des plats typiques et traditionnels comme le fameux «couscous» et
d’autres plats comme les salades, les «soupes» et les «ragodts», leurs graines pourraient étre
utilisées pour extraire de 1’huile de qualité alimentaire et les fleurs sont largement utilisées
dans la fabrication des fromages et servent quelques fois a falsifier le safran (Gominho et al.,
2018 ; Khaldi et al., 2012 ).

Les formes sauvages et cultivées de Cynara cardunculus sont une source de produits
biopharmaceutiques suites a la découverte de la cynarine. Ce composé au gout amer, qui se
trouve dans les feuilles est un bon remede pour les crises de foie et le bon fonctionnement de
la vésicule biliaire, abaisse le taux de cholestérol sanguin, stimule la secrétion des sucs
digestifs en particulier la bile. 1ls sont utilisés également dans le traitement des maladies du
I’ictere, de I’hépatite, de 1’artériosclérose et des stades précoces du diabéte a évolution tardive
et peuvent étre employées fraiches ou séchées. Les racines contiennent de I’inuline qui est
connue comme un activateur de la flore intestinale humaine. Il est aussi considéré comme
astringent, diurétique et est employé contre les maladies cutanées chroniques. Son duvet sert
a faire des moxas. Le suc frais du cardon est utilisé extérieurement pour le traitement des
eczémas et des éruptions cutanées (Baillon, 1886 ; Beloued, 2014 ; Fernandez et al., 2006 ;
Foster et Hobbs, 2002 ; Gominho et al., 2018).

Les applications les plus récentes sont: I’utilisation de la biomasse a des fin
énergétiques comme biocarburant solide, biocarburant liquide sous forme de biodiesel, ou
pour la production de péte a papier, la production de la chaleur et d’¢électricité (exp : la co-
cuisson mixte ou charbon) et la possibilité¢ d’étre utiliser comme fourrage vert destiné aux

ruminants (Khaldi et al., 2012 ; Fernandez et al., 2006 ; Gominho et al., 2018).
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9. Impact économique
Depuis I’antiquité, la superficie consacrée a la culture du Cynara cardunculus n’a
jamais été grande, en faite environ 2 a 3000 hectares, méme si les statistiques officielles sont
sous-estimées (lerna et Mauromicale, 2010).

En générale, Cynara cardunculus est la troisieme culture horticole la plus importante
en ltalie apres la pomme de terre et la tomate avec une production moyenne de 20 tonne/ha
(18000 tonne sur 80 hectares), alors que 38% été représenté par les tétes et 62% représente les
tiges et les feuilles. C’est la que se trouve environ 90% de la production mondiale (Pagnotta
et Noorani, 2013). Tandis que la production espagnole serait du méme ordre de grandeur
(Tascano et al., 2016). Cependant, en Algérie le cardon est encore en quelque sorte sous-
utilisé, ¢’est une source pour la valorisation des enzymes coagulante du lait avec la possibilité

d’étre bénéfique économiquement pour stimuler les industries fromageres (Zikiou et al.,
2020).

Le cardon cultivé est une culture de plein champ pérenne qui au cours des derniéres
années a été suggerée comme culture énergétique alternative, en raison de ses faibles besoins
en culture et de sa production annuelle élevée de biomasse, ainsi que de son pouvoir
calorifique élevé. La production annuelle de biomasse varie entre 10 et 20 t/ha, selon les
conditions du sol et du climat, tandis que la valeur énergétique peut atteindre 15 MJ/Kg
(Petropoulos et al., 2018). Bien que une culture a grande échelle du cardon pour la
production de biomasse a été installée sur un total de 77,4 ha et d’un rendement estimé de 7,5

t/ha au Sud du Portugal (Conceicdo et al., 2018).

La consommation énergétique des cultures du Cynara cardunculus est 1’occasion de
consolider les budgets économiques des fermes, ainsi que des bénéfices en termes d’impact
énergeétiques et environnemental. C’est aussi une possibilité de se débarrasser des résidus de

récolte, ¢’est un probléme de gestion pour les agriculteurs (Tascano et al., 2016).

10
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1. Généralités
Les composeés phénoliques ou polyphenols sont des molécules du métabolisme
secondaire largement répondues dans le regne végétal (Boubekri, 2014) et font partie
intégrante de I’alimentation humaine et animale (Martin et Anduantsitohaine, 2002). En
faite, les régimes riches en polyphenols ont été associés a de nombreux avantage pour

la santé (Tsao, 2010).

A T’heure actuelle, plusieurs milliers de molécules ont été isolées et identifiées, un
nombre qui augmente sans cesse et qui en fait un groupe chimique particulierement important
(Macheix et al., 2005). Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(Boubekri, 2014 ; Mohammedi, 2006) et sont impliqués également dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des

graines ou la maturation des fruits (Boizot et charpentier, 2006).

2. Définition
Le terme «phénol» peut étre défini comme un micronutriment naturel qui est présent
dans de nombreuses sources alimentaires (Silva et Pogacnik, 2020). 1l est caractérisé par la
présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
(OH) (Figure 05) qui peuvent étre libres ou engagées avec d’autres fonctions : Ether, ester,
hétéroside (Boizot et Charpentier, 2006). Les grandes familles de polyphenols sont les

acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Georgé et al., 2005).

OH

Figure 05 : Structure du noyau phénol (Macheix et al., 2005).

3. Biosynthése

Les polyphenols appartiennent a une famille de composes phytochimiques qui figurent
parmi les plus abondants dans le regne vegétal. Ils sont le résultat du métabolisme secondaire

des plantes qui permet leurs adaptations aux changements biotiques et abiotiques, apportant
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ainsi la couleur, le godt, les propriétés technologiques et les avantages potentiels pour la
santé. Ces composes sont issus par deux grandes voies métaboliques fondamentales : la voie
shikimate et la voie acétate (malonate) dont la majorité d’entre eux dérivent directement de la
voie shikimate (Boudet, 2007 ; Collin et Crouzet, 2011 ; Namsi et al., 2019).

3.1. Voie shikimate
C’est la base de la biosynthése ultérieure des composés phénoliques, qui conduit apres
trans-animation et désamination aux acides aminés aromatiques tels que acide cinnamique et a
leurs nombreux dérivés (acide benzoique, coumarine), et qui servent également a des

précurseurs pour la croissance des plantes (Chira et al., 2008 ; Santos-Sanchez et al., 2019).

3.2. Voie d’acétate (malonate)

Elle conduit aux poly-cétoesters ou polyacétate (malonate) de longueur variable
menant par cyclisation de chaines polycétoniques, et obtenue par condensation répétés
d’unités acétate qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-COA (Chira et al., 2008 ; Fleeger et
Flipse, 1964 ; Martin et andriantsitohaina, 2002).

De plus, la diversité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétique et encore accrue par la possibilit¢ d’une participation simultanée des deux
Voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte dont les flavonoides qui proviennent de
la condensation de trois acétyl-COA. La voie de I’acide acétique seule ne conduit qu’a peu de
polyphenols (Collin et Crouzet, 2011 ; Martin et Andriantsitohaine, 2002).

4. Classification
Le terme «phénolique» couvre une dizaine de diverse classes de composés chimiques
(Macheix et al., 2006 ; Tsimogrannis et Oreopoulou, 2019). Ces composés peuvent étre
classés de plusieurs maniéres (Vermerris et Nicholson, 2007).

Selon Harborne et Simmonds (1964), la classification de ces composés est basée
essentiellement sur le nombre d’atomes de carbones constitutifs (Vermerris et Nicholas,
2007), puis d’autres études profondes faites par Macheix (1996) et Macheix et al. (2005) ont
distingués d’autres caractéres de classification qui sont la structure de base du squelette

carboné et les éléments structuraux qui lient ces molécules de base avec d’autres molécules
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(glucides, lipides, protéines) (Tableau I11), les composeés phénoliques sont alors classés en

deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(Clifford, 1999 ; D’Archivio et al., 2007).

Tableau I11 : Les principales classes de composés phénoliques (Macheix, 1996).
Nombre d’atome | Squelette Classe Exemple Plante
de carbone de base alimentaire
(exemple)
6 C6 Phénols simples Catéchol
7 C6-C1 | Acides Acide galliqgue | -Epices Fraise
hydroxybenzoiques
9 C6-C3 | Acides -Acide caféique | -Pomme
hydroxycinnamiques Scopoline Pomme de terre
-Coumarines -Citrus
10 C6-C4 | -Naphthoquinones -Juglone Noix
13 C6-C1-C6 | -Xanthones -Mangiferine Mangue
15 C6-C3-C6 | -Flavonoides -Quercétol -Fruits,
-Cyanidol Légumes
-1so-flavonoides -Daidzeine -Soja
N (C6-C3)n | -lignines -Fruit a noyau
N (C15)n | -tannins -Raisin rouge,
-Kaki

5. Composition phénoliques du Cynara cardunculus

Plusieurs recherches sur Cynara cardunculus ont confirmé la présence des composés

bioactifs, tels que les sesquiterpenes, alcaloides, flavonoides glycolysés et d’autres composés

phénoliques (Petropoulos et al., 2018 ; Scavvo et al., 2019).

Sur la base d’une analyse HPLC, les composés phénoliques des échantillons de

cardon cultivé et sauvage sont des esters d’acide quinique ou d’acide chlorogénique, d’acide
caféique ou d’acide caféoylquinique, des flavones (apigénine, lutéoline, et leurs conjugués) et

des flavonones (Pandino et al., 2011).

En ce qui concerne le profil phénolique de différentes parties de Cynara cardunculus
(Tableau 1V), les feuilles, étant I’organe le plus comestible, contiennent les acides syringique
et trans-cinnamique, et de 1’épicatechine et de la quercitrine comme flavonoides majeurs
(Falleh et al., 2008). Tandis que, la tige florale est une bonne source d’acide caféoylquinique

(Pandino et al., 2011). En outre, les bractées sont riches principalement en acide
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dicaféoylquinique et les dérivés glycosylés d’apigénine (Mandim et al., 2020). De plus, les
tétes possedent essentiellement les acides trans 3,5-O-dicafféoylquinique et 5-O-
caféoylquinique. Par contre, les graines renferment une forte teneur en acides chlorogénique,

et caféique et catéchine (Pertrapoulos et al., 2019).

Tableau I'V: Principaux composes phénoliques identifiés apres leurs isolement a partir des
feuilles de Cynara cardunculus (Falleh et al., 2008 ; Liu, 2004 ; Mandim et al., 2020).

Classe de composés
phénoliques

Structures générales

Dérivés

Acides phénoliques

OH

@)

[

- Acide p-coumarique
-Acide trans-cinnamic
-Acide sinapique
- Acide férulique

-Acide vanillique

- Catéchine

- Pro-anthocyanidine

O
Flavane-3-ol ‘
- Quercetine
J/j/h - Kaempférol
Flavonols 3 o 0\": e S 1 -Quercitrine
X
Rs o
- Apigénine
- Lutéoline
Flavones
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6. Roles des composés phénoliques

6.1. Intérét et localisation dans la plante

Les composés phénoliques jouent un réle important dans les interactions des végétaux
avec leur environnement biologique et physique tels que la défense contre les rayons
ultraviolets, la lutte contre les infections causées par les champignons, ou par les bactéries.
Ces composés sont impliqués dans les mécanismes de résistance des végétaux et interagissent
également au contréle de la croissance et le développement de la plante par multiples et
variables actions (Dicko et al., 2006 ; Macheix et al., 2005 ; Makoi et Ndakidemi, 2007).

A D’échelle cellulaire, les composés phénoliques sont principalement localisés dans les
vacuoles et la paroi. Au niveau de cette derniére, il y a surtout de la lignine et des flavonoides
lies aux structures pariétales. Par contre, dans les vacuoles, les polyphenols sont conjugues,
avec des sucres ou des acides organiques, tout en permettant d’augmenter leur solubilité et de

limiter leur toxicité (Bénard, 2009).

La localisation des polyphenols au niveau des tissus végétaux ont un role tres
caractéristique. Pour cela, la répartition des composés phénoliques est variable au sein des
feuilles, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans
I’épiderme. Alors qu’au niveau de la plante entiere, certaines substances s’accumulent que
dans des organes bien définis. Par ailleurs, ils participent au phénoméne des pollinisations des

fleurs qui sont responsables de leurs colorations (Bénard, 2009).

6.2. Role dans la physiologie humaine

De nos jours, les recherches sur les composés phénoliques sont trés poussees en
raison de leurs diverses propriétés physiologiques. Actuellement, des études ont démontrés
que les polyphenols naturels sont inclus dans une panoplie de médicaments et utilisés pour
traiter et /ou gérer les maladies humaines, aussi protégent contre les maladies coronariennes
comme 1’athérosclérose et les maladies dégénératives tels que 1’ Alzheimer et parkinson, ils
contribuent a la diminution de 1’oxydation du cholestérol, exercent également des effets anti-
inflammatoire,  antimicrobiennes,  antivirales,  anti-allergénes,  analgésiques et
vasodilatrices,...ctc (Figure 06 ), et ils permettent la protection contre le stress oxydatif (Ali
et al., 2007 ; Belyagoubi, 2012 ; Han et al., 2007 ; Falleh et al., 2008 ; Nkhili, 2009 ;
Ranasamy et al., 2018 ; Zern and Fernandez, 2005 ).
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Figure 06: Representation schématique des différentes applications des acides phénoliques
(Kumar et al., 2019).

6.3. Rdle dans les industries agro-alimentaires
Ces métabolites obtenus a partir de plantes sont de plus en plus utilisés par divers
secteurs industriels que parmi les populations du monde entier (Macheix et al., 2005 ;
Lorenzo et Munekata, 2016 ; Pandino et al., 2011 ; Trivellini et al., 2015).

La composition des aliments est toutefois étroitement liée aux procédes
technologiques mis en ceuvre. Ainsi, 1’étude des polyphénols qui se trouvent soit sous forme
développée traditionnement (préparation des diverses boissons : vin, café, thé, biére,...etc.),
ou sous des formes renouvelées (par exemple : la préparation des jus de fruits, purées,
compotes et produits végétaux frais,...etc.) (Figure 07), a révélé qu’ils peuvent intégrer avec
tous les mécanismes de synthéses non enzymatiques qui prennent place lors de la production
ou du vieillissement des denrées alimentaires (Collin et Crouzet, 2011 ; Macheix et al.,
2005).
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Figure 07 : Polyphénols de différents produits alimentaires (Quios et al., 2019).

En effet, de nombreux composes phénoliques sont exploités depuis longtemps et
extraits industriellement a partir des denrées pour é&tres utilisés comme compléments
alimentaires ou étre intégrés dans des formulations cosmétiques ou pharmaceutiques. Les
polyphénols possédent des atouts indésirables pour inhiber les réactions radicalaires
destructrices dans la denrée, ils renforcent également la perception, ils sont utilisés comme
pigments naturels et sains (anthocyanes) qui possedent une toxicité minimal, afin de
remplacer de plus en plus les additifs chimiques. Ainsi, ils permettent une bonne stabilité des
huiles végétales et sont utilisés en tant que conservateurs pour empécher notamment le
rancissement de matiére grasse (Hennebelle et al., 2004 ; Ferreira et al., 2020 ; Macheix et
al., 2005).

7. Mécanisme d’action des composés phénoliques
L’oxydation est un phénoméne complexe qui met en jeu des espéces moléculaires
trés réactives et tres labiles. Cette réaction se traduit alors par le rancissement de graines, la
flétrissure des fruits et légumes, la rouille des métaux et la modification de go(t et la couleur
des aliments (Rolland, 2004).

Plus précisément, les composés phénoliques peuvent participer au piégeage des
radicaux libres, rappelons que ces derniers sont des donneurs d’électrons de groupes
hydroxyles, formant des radicaux stables. Ils délocalisent un électron non apparié en
réagissant avec d’autre espéce chimique (Judde, 2004 ; Sokol-Letowska et al., 2007).
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L’oxydation est un mécanisme parfaitement ¢élucidé, se déroule en trois phases

distinctes (Figure 08) :

e L’initiation : lente, consiste a la rupture homolytique des radicaux libres instables par un
initiateur radicalaire, ce qui conduit a la formation des radicaux peroxydes.

e La propagation : rapide, au cours de laquelle le radical peroxyde va arracher un hydrogene
(H) & un autre acide gras pour produire un hydroperoxyde, ce dernier finira par se dégrader en
aldéhydes volatiles, expliquant le godt et odeur de rance.

e La terminaison (arrét) : entrainée par la réaction de deux radicaux pour donner une espéce
moléculaire anarchique. Cette molécule créée n’a plus de fonction biologique (Judde, 2004 ;

Rolland, 2004 ; Hennebelle et al., 2004).

Terminaison

Intervention d'un
briseur de chaine ou
couplage de 2 radicaux

COOH Initiation

Propagation

dégradation

Aldéhydes réactifs

Figure 08 : Schéma des différentes réactions de peroxydation lipidique (Hennebelle et al.,
2004).
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8. Extraction des polyphenols

Les multiples effets favorables a la santé associés a la consommation de polyphenols
alimentaires ont accru I’intérét de la recherche ces dernieres années pour développer des
approches analytiques avancées et respectueuses de 1’environnement, pour identifier et
quantifier correctement ces composés dans différentes denrées alimentaires. Cependant, les
échantillons alimentaires sont des matrices tres complexes, ce qui empéche la détermination
de ces composés, qui en plus se trouvent généralement dans les aliments a de faibles niveaux

de concentration (Casado et al., 2018).

L’extraction est une étape fondamentale pour la récupération et isolement des
phytochimiques bioactifs a partir de matrices végétales avant 1’analyse (Da Porto et
Natolino, 2018). Elle est influencée par la méthode d’extraction choisie, la taille des
particules de I’échantillon, la nature chimique des substances. D’autres facteurs, comme pH,
la température, le rapport quantité de matiere/volume du solvant, les intervalles de temps, le
nombre et les étapes d’extraction individuelles, jouent également un role important dans cette

procédure (Muanda, 2010 ; Stalikas, 2007 ; Da Porto et Natolino, 2018).

8.1. Méthodes d’extraction
Parmi les divers procédés utilisés, on compte, deux types de méthode d’extraction a

savoir, les traditionnelles (conventionnelles) et les innovantes (non conventionnelles) (Bohui
et al., 2018).

8.1.1. Méthodes traditionnelles (conventionnelles)

Les composés bioactifs des matieres végétales peuvent étre extraits par diverses
techniques d’extraction classiques. La plupart de ces techniques sont basées sur le pouvoir
d’extraction des différentes solvants utilisées et I’application de chaleur et/ou de mélange afin

d’obtenir des composés bioactifs a partir de plantes (Azmir et al., 2013).

8.1.1.1. Extraction liquide-liquide et/ou liquide-solide (LLE et/ou SLE)

Extraction liquide-liquide (LLE) et/ou liquide-solide (ESL) sont les plus simples et les
procédures les plus couramment utilisées avant 1’analyse des composés phénoliques dans les
plantes naturelles. En effet, ces techniques sont faciles a [’utilisation, treés efficace et

largement appliqués. Ces méthodes comprennent généralement 1’extraction avec différentes
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solvants, tels que le méthanol, 1’éthanol, ou la phase aqueuse de ces mélanges, permettant
ainsi un bon mélange et donc une vitesse de diffusion élevé de soluté pendant le processus
d’extraction conduisant alors au rendement d’extraction maximale (Ajila et al., 2010 ; Da

Porto et Natolino, 2018 ; Stalikas, 2007 ;).

Cette méthode d’extraction utilise généralement :

e Macération : est une méthode d’extraction liquide-solide similaire a I’infusion qui
s’effectue a température ambiante, elle est généralement utilisée pour 1’extraction des
composés sensibles a la chaleur (Muanda, 2010).

e Infusion : est une méthode d’extraction des principes actifs ou des aromes d’un végétale
par des solutions dans un liquide initialement bouillant que ’on laisse refroidir. Le terme
désigne aussi les boisons préparés par cette méthode comme les tisanes et le thé (Muanda,
2010)

e Décoction : consiste a réaliser 1’extraction a température d’ébullition du solvant. Cette
opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant d’extraction est froid (Muanda,
2010).

e Extraction au Soxhlet (SE) : I’extraction Soxhlet (SE) a été proposée pour la premiére fois
par le chimiste allemand Fran Ritter Von Soxhlet (1879). Il a été congu principalement pour
extraction des lipides, mais il n’est plus limité a cela uniquement.. Il s’agit d’un processus
continu au fur et a mesure que le solvant se vide dans le ballon. Ce dernier est recondensé
avec un temps et une consommation de solvant moindre, mais elle présente 1’inconvénient
d’un chauffage de I’extrait, inadapté aux composés thermolabiles (Azmir et al., 2013;
Nielsen, 2003 ; Satayayit et al., 2006).

8.1.2. Méthodes innovantes (non conventionnelles)

Actuellement, on assiste a 1’émergence de plusieurs technologies innovantes qui
différent fondamentalement en phase de maturation ou de déclin. Leur originalité réside,
d’une part, dans la nature des énergies apportées au milieu d’extraction et d’autre part, dans
les effets de la conversion de ces énergies par le milieu. Il s’agit des micro-ondes, ultrasons,

fluide supercritique et liquide sous pression (Vercauteren et al., 1998).
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8.1.2.1. Extraction assistée par micro-onde (MAE)

Le procéde consiste a appliquer les micro-ondes pendant le contact entre le solide
traité (sec ou humide) et le solvant d’extraction, transparent, totalement ou partiellement.
L’absorption sélective de 1’énergie micro-onde par le végétal provoque un mouvement
moléculaire par conduction ionique et rotation dipolaire. Ce processus induit une
augmentation de la température et de la pression qui engendre des changements dans la
structure de la cellule et améliorant la pénétration du solvant a travers la matrice. En plus, de
la rapidité, cette opération donne un rendement élevé au bout de quelques minutes, comme il
permet de diminuer la quantité de solvant mis en ceuvre (Da Parto et Natolino, 2018 ;

Vercauteren et al., 1998).

8.1.2.2. Extraction par fluide supercritique (SFE)

La technologie des fluides supercritiques offre des fonctionnalités qui surmontent de
nombreuses limitations des méthodes d’extraction conventionnelles, car elle utilise des
solvants supercritiques avec différentes propriétés physico-chimiques telles que la densité, la
diffusivité, la viscosité et la constante diélectrique. Les fluides supercritiques ont des
propriétés de transport améliorées par rapport aux liquides, peuvent se diffuser facilement a
travers des matériaux solides et peuvent donc donner des vitesses d’extraction plus rapides.
L’une de leurs principales caractéristiques est la possibilité de modifier la densité du fluide en

changement sa pression et/ou sa température (Da Silva et al., 2016).

8.1.2.3.Extraction de liquide sous pression (PLE)

Cette méthode est décrite par la premiere fois en 1996, par Richter et al. Elle est basée
sur I’application d’une haute pression pour garder le solvant a 1’état liquide au-dela de leur
point d’ébullition normal. La haute pression facilite le processus d’extraction, comme elle
nécessite de petites quantités de solvants en raison de la combinaison de haute pression et de

températures qui permet une extraction plus rapide (Azmir et al., 2013).

8.1.2.4.Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’extraction assistée par ultrasons est une technique qui remonte aux années 1950,
lorsque les premiéres expériences a 1’échelle du laboratoire ont été rapportées (Mason et al.,
2011). Cette technique est bien établic dans des conditions douces pour 1’extraction de

composés phenoliques (Ajila et al., 2010).
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Les ondes sonores (> a 20 KHz) sont des vibrations mécaniques pouvant se propager
dans un solide, un liquide et un gaz. Lorsqu’elles sont transmises a travers un milieu liquide,
elles impliquent des cycles d’expansion (basse pression) et de compression (haute pression).
Cette différance de pression génére des mouvements moléculaires au sein du milieu
aboutissant a la formation des bulles de cavitation (Figure 09), qui provoque le gonflement
des cellules, cela facilite la diffusion du solvant dans le matériel cellulaire et améliore par
conséquent I’efficacité d’extraction (Ajila et al., 2010 ; Ameer et al.,, 2017 ; Wang et
Weller, 2006).

L’extraction assistée par ultrasons (UAE) est I'une des techniques d’extraction verte
les plus économiques, simples, rapide et efficaces par rapport a I’extraction conventionnelle,
en raison de sa reproductibilité élevée a plus court temps, une manipulation simplifiée,
réduction significative de la consommation de solvants et de la température, ainsi un apport
énergétiques moindre. Par conséquent, cette technologie a été utilisée dans certaines
industries, telles que I’industrie chimique et alimentaire (Da Porto et Natolino, 2018 ; Chen
etal., 2015 ; Zhao et al., 2014).

Erlenmeyer flask
with reaction
mixture

Stainless steel
tank

Optional heater

Ultrasonic bath base
transducers

Figure 09 : Schéma opérationnel du systéme d’extraction assistée par ultrasons (Ameer et
al., 2017).

Les différentes méthodes d’extractions des polyphenols sont présentées dans la figure

ci-dessous :
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Matiére premiére
Frais / seché / congelé

SRS Af / UAI\E \ MAE\ sl
— S N

Solvar)t Extraction a Phénomeéne Micro-onde Fluides
Extraction Haute de Energique Supercritique
(Homogenéis pression et cavitation (300 (CO;
ateur / Température acoustique MHZz-300 supercritique)
Extracteur) GH2)

N\ } Y/
Extrait polyphénolique

Figure 10: Répartition schématique de différentes méthodes d’extraction (Ajila et al., 2010).
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# Problématique et objectifs

L’optimisation d’extraction de composés phénoliques a partir de feuilles de Cynara
cardunculus a été effectuée par le biais de la méthodologie de surface de réponse en adoptant

le plan composite centré, une série d’objectifs a été visé :

e Montrer I’efficacité de I’utilisation de 1’extraction assistée par ultrasons ;

e Réaliser une étude préliminaire pour la sélection des niveaux des deux variables
d’extraction (concentration en éthanol et temps d’extraction), qui seront adoptés dans
le plan d’expérience ;

e Valider le model obtenu par I’optimisation en comparant les valeurs prédites aux

valeurs expérimentales.

1. Matériels

1.1. Matériels et réactifs

Les appareils et les réactifs chimiques utilisés au cours de cette étude sont les
suivants : une étuve ventilée de la marque (Memmert), une centrifugeuse (Beijing ERPa Beili
Centriguge CO., LTD), un bain Marie de marque Raypa Thermostatic Bath, un
spectrophotomeétre (Rayleigh UV-1800), une balance analytique (Radwag XA310), un bain
ultrasons (P Selecta) et une plaque agitatrice magnétique (Velp Scientifica). Par contre, nous
avons utilisé les réactifs suivants : Folin-Ciocalteu (Biochem-Chemopharma), éthanol
(Riedel-de Haen ™), le sel du carbonate de sodium (Na,COj3) (Biochem-Chemopharma).

1.2. Préparation du matériel vegétal
Le matériel végétal qui a fait I’objet de ce travail a été représenté par la partie aérienne
(feuilles) de la plante comestible de Cynara cardunculus, appelé communément "cardon™ et
localement "Thaya".

1.2.1. Recolte
Les feuilles de cardon cultivé et sauvage, ont été récoltées en mois de février 2020,
dans deux régions différentes, situées dans la wilaya de Bejaia (Figure 11), I’une est la région
montagneuse d’Aokas et 1’autre la région rural d’Amizour, respectivement. Elles sont
récoltées durant le stade final de leur maturité qui représente le moment propice pour les

cueillettes.
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Wilaya de BEJAIA

supericie © 3 221,50 X
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Reéalisation : NS

Figure 11: Localisation géographique du lieu de récolte du Cynara cardunculus L.
(www.Bgayet.net)

1.2. Séchage

Apres la récolte, les feuilles ont été bien nettoyées et lavées avec I’eau courante afin
de se débarrasser de toute poussiere et matieres étrangéres comme le sable, le sol et d’autres
impuretés.

Une fois les feuilles sont lavées et nettoyées, notre échantillon est séché a 1’étuve a
une température de 40 °C (Figure 12) pendant quelques jours (3 jours) jusqu’a la stabilisation

de leurs poids afin d’uniformiser le taux d’humidité, pour obtenir un bon broyage et une

meilleur extraction.

Figure 12: Photographies des feuilles séchées du cardon cultivé (A) et
sauvage (B).
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2. Méthodes
2.1. Broyage et tamisage

Les feuilles de cardon cultivé et sauvage ont été broyées a I’aide d’un broyeur
électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine. Cette derniere est tamisée en utilisant un
tamis de granulométrie >250 pm, la poudre récupérée est ensuite conservée dans des sacs en
papier, loin du la lumiere pour éviter les réactions chimiques des substances actives dans la

poudre jusqu’a leur utilisation ultérieure.

2.2. Test d’humidité
Afin de déterminer la teneur en eau des échantillons a analyser (feuilles de cardon), une
quantité de 10 g de feuilles (P) est pesée dans une boite de Pétri a 1’aide une balance
analytique.
Puis une dessiccation a été réalisée dans une étuve portée a une température de 105 °C
pendant une période de 4 h, le poids de I’échantillon a été déterminé (P;). Pour éviter toute
reprise d’humidité, il convient de transporter les boites du Pétri dans un dessiccateur.

La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante :

Teneur en eau (%) = [(P-P.)/P] X 100

P : Poids en g de la prise d’essai avant séchage.

Py : Poids en g de la prise d’essai aprés sechage.

Matiere séché (%) = 100-teneur en eau

3. Etude préliminaire

Avant de procéder a I’optimisation, une étude préliminaire a été réalisée afin de pouvoir
sélectionner les conditions optimales d’extraction des composés phénoliques. Cette étape a été
faite selon le modele classique, en fixant tous paramétres et n’en faire varier qu’un seul.
L’effet de chaque paramétre est évalué par la détermination de la teneur en polyphénols

totaux. Les résultats obtenus sont utilisés dans le but d’optimiser les conditions d’extraction.
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3.1. Condition d’extraction des polyphénols

3.1.1. Effet de concentration en éthanol
L’extraction consiste a obtenir un maximum de molécules phénoliques contenues dans
la poudre des feuilles de Cynara cardunculus en utilisant des solvants organiques. De ce fait,

une extraction solide-liquide a été réalisée selon le protocole de Zhao et al. (2006).

Une prise d’essai de la poudre végétale (40 mg) est mise en contact avec 12 mL de
solvant d’extraction a différente concentration d’éthanol (de 0%, 20%, 40%, 60%, 80% et
96%). Le mélange est met dans un bain ultrasons a une température de 50°C pendant 30 min,
puis il est soumis & une centrifugation a 1’aide d’une centrifugeuse (4000 rpm). Aprés 20 min,
les mélanges sont récupérés puis reposés quelque temps pour se stabiliser.

Ensuite les extraits obtenus sont conservés a 4°C afin de les utiliser dans les différentes

analyses.

3.1.2. Effet du temps
Une quantité 40 mg de poudre a été ajoutée a 12 mL d’éthanol fixé a 80%, V/v.
Les échantillons bien mélangés sont incubés dans un bain ultrason a 50 °C pour des temps
variables (5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min et 50 min). Une centrifugation a été
effectuée a 4000 rpm pendant 20 min.
Aprés cette derniere le surnageant est récupéré puis conserves a 4°C afin de

I’utiliser pour le dosage (Zhao et al., 2014).

4. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles de Cynara cardunculus a été
déterminée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.

Le réactif Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (HsPW1,040) et 1’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l en
résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne 1’oxydation des phénols et qui est
stabilis¢ par I’addition de carbonate de sodium (Na,COs3) dont I’intensité est proportionnelle a
la concentration en composés phénoliques présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006 ; Dif et al., 2015).
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Le mode opératoire décrit par George et al. (2005) a été utilisé. Un volume de 250 pL
de I’extrait végétal a été additionné de 1250 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois).
Le mélange est laissé agir quelque minute a température ambiante, 1000 puL de carbonate de
sodium (Na;COs3) a 7,5% sont ensuite ajoutés. Aprés incubation dans un bain Marie pendant
15 min & 50 °C. La solution est directement prolongée dans un bain de glace a I’obscurité. La

lecture des absorbances a été effectuée a 760 nm.

La concentration en phénols totaux est déterminée par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique (Annexe 1). Les résultats obtenus sont exprimés
en mg équivalent d’acide gallique (EAG) pour 100g de matiere seche (mg EAG/100 g de
MS).

5. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (Bendimerad et bougandoura, 2012). Elle repose
sur la capacité de ces composés a former par chélation du complexe jaunatre avec les métaux
notamment le fer et ’aluminium. Ce dernier est sous forme d’ion Al** aprés décomposition
de chlorure d’aluminium. Les complexes formés sont responsables de 1’absorption de la

lumiere dans le visible (Djeridane et al., 2006).

Le mode opératoire adopté est celui donné par Djeridane et al. (2006). Un volume de
500 pL de la solution méthanolique au chlorure d’aluminium & 2% (m/v) a été ajouté pour 500
ML d’extrait dilué. Aprés incubation a température ambiante a 1’obscurité pendant 15 min,
I’absorbance du mélange réactionnel a ét¢ mesuré a une longueur d’onde de 430 nm, avec un

spectrophotometre (UV/vis).

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec la rutine. Les résultats obtenus des trois essais sont exprimés en mg équivalent

de la rutine par 100 g de matiére seche (mg ER /100g MS).

6. Optimisation des conditions de I’extraction des composés phénoliques

totaux

L’optimisation consiste a améliorer les performances des systémes et d’augmenter le

rendement des processus. Cette technique posséde un inconvénient majeur, c’est qu’elle
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n’inclut pas les effets interactifs parmi les variables, comme elle ne décrit pas les effets
compléments des parametres sur le processus. Dans le but de résoudre ce probléme, I’outil
d’optimisation le plus efficace et qui prend moins de temps est la méthodologie de surface de
réponse (MSR), qui est a I’origine décrite par Box et Wilson en 1951 (Bas et Boyaci, 2007 ;
Myers et al., 1989).

La méthodologie de MSR est développée dans le but de déterminer les conditions de

fonctionnement optimales dans 1’applications de I’industries chimiques (Myers et al., 1989).

L’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques totaux a partir
de la poudre de feuilles de Cynara cardunculus a été réalisée selon la méthode de surface de
réponse (MSR). Le plan composite centré (CCD) utilise la méthode de la régression des

moindres carrés pour ajuster les données a un model quadratique pour chaque réponse :

Y =0+ Z5_ B Xi+ I Bii Xi* + I8 5, 2508, XX

| 11 e
Avec ;

Y : est la réponse prédite, By : une constante, Bi : le coefficient linéaire, Bii : le coefficient
quadratique, Bij: I’interaction des coefficients des variables (i et j), Xi et XJ variables
indépendantes influencant les réponses Y.

L’effet de deux variables indépendantes : la concentration du solvant et la durée de
I’extraction sur la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait a été le but de 1’étude (Tableau
V).

Tableau V : Niveau des variables choisis pour les essais.

Variables indépendantes Unités Niveaux codés
-1 0 +1
Concentration en éthanol % (VIv) 40 65 90
Temps Min 10 30 50

7. Etude statistique

Toutes les données réalisées sont la moyenne de trois essais. La moyenne et 1’écart-

type pour chaque test a été calculés par Microsoft Excel 2007. Les différents résultats obtenus
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pour les trois extraits ont été comparés par une analyse de la variance (ANOVA) effectuée
avec le logiciel STATISTICA (version 10) avec le degré de signification des données qui est
pris a la probabilité p < 0,05.

Dans la présente étude, 1’optimisation a été réalisée a 1’aide de logiciel JMP7. Cette analyse
est basée sur un plan composite centré (CCD) qui comprend deux variables et trois niveaux
factoriels, pour un total de 13 essais.
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1. Détermination d’un paramétre physico-chimique du cardon

1.2. Teneur en eau

Les organes végétaux sont riches en eau, généralement leur teneur est trés supérieure

a un et dépasse souvent dix afin de garantir leur fraicheur (De Parceveaux et Huber, 2007).

En raison du caractere saisonnier de la production, la conservation des légumes et
des fruits sur de longues durées impose la mis en ceuvres de traitements spécifiques
permettant 1’inactivation des enzymes tissulaire et des micro-organismes qui détériorent
I’aliment. La technique d’élimination de I’eau est utilisée dans le but de diminuer la
disponibilité de 1’eau et limiter les éventuelles dégradations des végétaux (Medjoudj et
Zidoune, 2008).

Le taux d’humidité des feuilles de cardon (cultivé et sauvage) est représenté dans les deux

figures suivante :

Matiere Matiére
(A) séche (B) séche
20% 25%

eau eau j

80% 75%

Figure 13: Humidité du cardon cultivé (A) et sauvage (B).

D’apres les résultats obtenus, le taux d’humidité de feuilles du cardon cultivé et
sauvage sont de 80 % et 75%, respectivement. Ces deux résultats sont inférieurs a ceux qui se
situent dans I’intervalle rapporté par la littérature (de 92 a 94 %) (Madjoudj et Zidoune,
2008).

Ceci explique la dégradation et la composition lente de la feuille du cardon. En effet,
le taux faible d’humidité permet mieux de conserver les propriétés antioxydantes des

composés phenoliques de la poudre.

31



Chapitre VI Résultats et discussion

2. Etude préliminaire

L’extraction est ’'une des étapes qui joue un rdle important et cruciale pour la
recherche et 1’étude des composés bioactifs a partir d’un échantillon de plante. En générale,
I’intérét des techniques d’extraction est 1’augmentation de la concentration des composés
phénoliques ciblés (Azmir et al., 2013 ; Mahmoudi et al., 2013 ; Zhang et al., 2018). Dans
cette étude, deux parametres d’extraction tels que : la concentration en éthanol et le temps
sont étudiés séparément, ils ont un effet important sur le rendement en meétabolites

secondaires.

2.1. Effet de solvant d’extraction

L’extraction par solvantS organiques est un processus congu pour séparer les
composés phenoliques solubles par la diffusion de la matiére végétale. La solubilisation des
phénols est étroitement liée au degré de polymérisation en raison de 1’augmentation de
nombre de groupes hydroxyles. L’utilisation du mélange éthanol-eau a des hautes
températures permet d’améliorer le rendement en polyphénols totaux avec des pourcentages
un peu élevés d’éthanol. Ce dernier a été choisi comme 1’unique solvant d’extraction, au lieu
de d’autres, en raison du faible prix de I’éthanol, faible toxicité, facilite de recyclage (ce qui
bon d’un point de vue environnemental) et une bonne polarité pour extraire les composants
d’intéréts. En ce qui concerne 1’eau, il permet la solubilisation des polyphénols polaires ainsi
que, le gonflement de la matrice solide, permettant au solvant de pénétrer plus facilement
dans la matrice, améliorer donc I’extraction des métabolites secondaires et la préservation de

leur activité antioxydante (Zhao et al., 2014 ; Chirinois et al., 2007 ; Savova et al., 2007).

L’efficacit¢ de la procédure d’extraction a été exprimée en pourcentage de
rendement d’extraction sur la base séche (%) (Ozbek et al., 2020). Le rendement en
polyphénols extraits augmentait a mesure que le volume d’éthanol augmentait et atteignait
une valeur maximale a 80% (v/v), ce qui est probablement du a I’augmentation de la solubilité
des composés phénoliques. Notre resultat est similaire & celui décrit par Scavo et al. (2019)
ou la concentration en éthanol de 80% est préférable pour une meilleure extraction des

composés bioactifs.

Toutefois, il n’existe pas de différences significatives pour des concentrations 40%,
60% et 80% avec des rendements en phénols totaux de 5018,90+98,63 ; 6214,54+580,59 et
6576,02+728,80 (mg EAG/100 g MS), respectivement. Par contre, les concentrations

d’éthanol de 0%, 20% et 95% ont enregistre des taux de polyphénols totaux plus faibles avec
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une différence significative a P< 0.05, qui sont de 1598,82+41,70; 2859,34+153,77 et
3577,65+146,03 mg EAG/100 g MS, respectivement.
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Figure 14: Teneurs en composés phénoliques des extraits obtenus en fonction de différentes
concentrations en éthanol.

Les tirets sur les barres représentent les écarts types de rendement en composés phénoliques. Les
valeurs qui portent les mémes lettres signifient qu’il n’existe pas de différences significatives
a P<0,05 entre elles (Annexe 3).

2.2. Effet du temps d’extraction
Le temps d’extraction est un autre facteur important qui influence le processus
d’extraction des métabolites secondaire. C’est le temps pendant lequel le solvant d’extraction
et la matrice sont en contact, allant de quelques minutes a plusieurs heures, dont il influence la
libération successive du soluté de la matrice au solvant. Cela donne une efficacité pour
I’extraction (Falleh et al., 2008 ; Michiels et al., 2012 ; Santos-Buelga et al., 2012).

Une extraction a long terme, n’améliore pas toujours 1’efficacité de ce processus. De
nombreux chercheurs se tournent vers la possibilité¢ d’oxydation des composés phénoliques,
ce qui peut entrainer une baisse des résultats (Druzynska et al., 2007 ; Santos-Buelga et al.,
2012).

Dans notre cas, le processus d’extraction a été réalis¢é en utilisant le temps

d’extraction allant de 5 jusqu’a 50 min. L’interprétation des résultats obtenus, montre que le
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rendement d’extraction des composés phénoliques augmente avec le temps et atteint un

maximum a 40 min, puis diminue au fur et & mesure de I’extraction (Figure 15).

Le temps de 40 min est inférieur a celui trouvé par De Faria et al. (2017) qui est de
60 min. Ce résultat obtenu est favorable pour I’extraction des polyphénols, éventuellement a

cause de I’augmentation de la solubilité¢ des composés phénoliques sur une durée plus longue.

Cependant, aucune différence significative (P<0,05) n’est notée entre les taux de
polyphénols totaux obtenus aprés 10 et 40 min qui sont de 2165,12+155,84 et
2242,98+203,97 mg EAG/100g de MS, respectivement. L’extraction pendant 5 min a donné
le taux le plus faible (1731,36+111,26 mg EAG/100g de MS) avec une différence
significative marquée a P<0,05. Les temps d’extraction de 30 et 50 min ont exposé des
teneurs phénoliques suivantes : 1844,43+298,04 et 1660,92+514,40 mg EAG/100g de MS,

respectivement.
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Figure 15: Teneurs en composes phénoliques des extraits obtenus avec les différents temps.

Les tirets sur les barres représentent les écarts types de taux des composés phénoliques totaux en
fonction de temps d’extraction (min) a une concentration d’éthanol fixé a 80%.

Les valeurs qui portent les mémes lettres signifient qu’il n’existe pas de différences
significatives a P < 0,05 entre elles (Annexe 4).
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3. Optimisation de I’extraction
Il existe de nombreux modeéles expérimentaux adaptés a tous les cas rencontrés par
un experimentateur. Parmi tous ces plans, certains sont plus frequemment utilisés que
d’autres. En effet, ils servent a optimiser 1’organisation des essais, qui permet une
récupération maximal des composes ciblés avec le minimum d’expériences, et la meilleure

précision sur la modélisation des résultats (Ghitscu et al., 2015 ; Khammour et al., 2013).

3.1. Plan d’expérience composite centré
La méthode de surface de réponse a été utilisée pour optimiser les conditions
expérimentales pour 1’assistance par extractions ultrasons des composants fonctionnels. Par
conséquent, cette extraction pourrait étre un moyen potentiel pour extraire des composés de
bioactivité mieux que les autres techniques d’extractions modernes (Bezerra et al., 2008 ;
Chen et al., 2015).

La conception de Box-Wilson, également appelée conception composite centrale
(CCD), est une conception expérimentale utilisée pour obtenir des informations maximales
sur un processus a partir d’un nombre minimal d’expérience (Marran et al., 2017).
La méthodologie CCD est utilisée pour planifier les expériences et déterminer les conditions

optimales pour un rendement des polyphénols dans I’extrait végétale (Yahiaoui et al., 2010).

En CCD, la conception expérimentale centrale composite centrée sur la face (CCFC)
a ¢été utilisée dans cette étude pour déterminer les conditions optimales et étudier 1’effet de
deux variables (concentration en solvant et temps d’extraction) sur une seule réponse (teneur
total en polyphénols). A partir des résultats expérimentaux, des variables de processus (temps
d’extraction (10, 30 et 50 min) et le solvant d’extraction (40, 65 et 95%)) ont ét¢ déterminées
pour un total de 13 essaies, illustrées dans le tableau VI, avec un taux qui varie entre 263,92
et 4042,08 (mg/100 g).

Les valeurs expérimentales et prédites du modéle ont montré une bonne

concordance les unes et les autres (Tewari et al., 2020), car ils fournissent une erreur

inférieur a 8,2%.
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Tableau VI : Plan d’essais des deux facteurs utilisés par MSR.

Configuration | Concentration en | Temps (min) Valeurs Valeurs prédites
éthanol (%) expérimentales en en PPT
PPT (mg/100 g) (mg/100g)

Oa 65 10 666,73 845,39
0A 65 50 833,42 956,52
++ 90 50 2611,37 2649,37
00 65 30 2041,87 1773,17
+— 90 10 1708,5 2343,78
00 65 30 2555,81 1773,17
a0 40 30 1347,36 1530,64
S 40 10 833,42 700,10
00 65 30 1722,39 1773,17
—+ 40 50 666,73 616,76
00 65 30 1833,52 1773,17
00 65 30 2055,76 1773,17
A0 90 30 4042,07 3368,79

3.2. Analyse de la variance
L’analyse de la variance (ANOVA) est probablement la méthode statistique la plus
efficace disponible pour I’analyse des données d’expériences. Il a été congu a 1’origine pour
tester les différences entre plusieurs groupes de traitements différents. L’ANOVA est une
méthode d’une grande complexité et subtilité avec de nombreuses variantes différentes, dont

chacune s’applique dans un contexte expérimental particulier (Armstrong et al., 2002 ;
Stahle et Wold, 1989).

Elle a ét¢ réalisée pour obtenir la signification de modele choisie pour I’optimisation
des valeurs ressorties. Dans la conception expérimentale deux variables d’entrées, la
concentration d’éthanol et le temps d’extraction, et leurs trois niveaux (-1, 0, +1) ont été

considérés pour I’expérimentation (Tewari et al., 2020).

L’analyse de la variance (ANOVA) citée dans le tableau ci-dessous, a montré que le

modeéle quadratique utilisé pour 1’extraction par ultrasons des composés phénoliques du
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cardon est représenté convenablement (P < 0.0014). Les résultats obtenus ont permet de
déterminer le degré d’influence des facteurs étudiés (concentration en éthanol (X,) et le temps

(X2)) sur le taux d’extraction des substances bioactifs (composés phénoliques).

Tableau VII : Analyse de la variance.

Source Degré(s) Somme des Rapport F Prob.>F
de liberté carrés
Concentrartion 1 5068156,4 36,3690 0,0005*
d’éthanol (X;)
Temps (X2) 1 135862,4 0,9749 0,3563
X1*X2 1 285989,6 2,0523 0,1951
X2 1 1269564,0 9,1104 0,0194*
X5 1 4431209,8 31,7983 0,0008*
Modele 5) 10044643 14,4160
Résidus 7 975476 Prob. > F
Total 12 11020119 0,0014*

Des valeurs de prob. > F & 0,05 indiquent que les effets quadratiques Xi°
(concentration-concentration) et X,* (temps-temps) sont hautement significatifs sur la teneur
en polyphénols avec de probabilité de 0.0194 et 0,0008, respectivement. Dans ce cas,
X, (concentration), X;%(concentration-concentration) et X,® (temps-temps) sont des termes
significatifs. Au contraire, aux X,(temps) et X;*X, (concentration*temps) qui sont non
signifiants avec des probabilités de 0,3563 et 0,1951, respectivement.

L’analyse de la régression a été réalisée pour adapter les donnees expérimentales a
un model mathématique. L’équation polynomiales finale a été décrite en termes de facteurs

codés et en éliminant les termes non significatifs :
Y= 2034.68 + 919.07 X; + 677.98X,°

Avec ; Y :Concentration en composeés phénoligues totaux.

X; : Concentration en éthanol.
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3.2.1. Ajustement du modele

Les manuels sur la méthodologie des surfaces de réponse soulignent généralement
I’importance des tests de manque d’ajustement et de I’estimation de 1’erreur pure. Pour que
les tests de manque d’ajustement soient possibles et que les autres inférences soient sans biais,
les expériences doivent permettre une estimation d’erreur pure. Par conséquent, il devrait
impliquer des traitements répliqués. Alors que la plupart des manuels se concentrent sur les
tests de manque d’ajustement dans le contexte de plans complétement aléatoires (Mylona et
al., 2019).

3.2.1.1. Erreur d’ajustement
Elle définit des points critiques et les valeurs P des tests d’absence d’ajustement qui
ne sont pas inclus dans la régression et qui peuvent étre obtenus via la théorie de la

distribution asymptotique (Aerts, 2000 ; Mylona et al., 2019).

La valeur F et la valeur P du manque d’ajustement trouvé sont de 1.8405 et 0.0014
respectivement, ce qui implique qu’elles ne sont pas significatives par rapport a 1’erreur pure
qu’est de 0.2801 (Tableau VIII), ainsi que I’équation du modéele st adéquate pour prédire le

rendement d’extraction des composés phénoliques totaux sous n’importe quelle combinaison

de variables.
Tableau VIII : Paramétres de 1’ajustement du modéle.
Source Degré(s) Somme des Carré Rapport F
de liberté carrés moyen
Manque 3 565671,42 188557 1,8405
d'ajustement
Erreur pure 4 409804,45 102451 Prob. > F
Erreur totale 7 975475,87 0,2801 (non
significatif)
R carré 0,911482 R carré max.
R carré ajusté 0,848255 0,9628

3.2.1.2. Coefficient de corrélation
L’un des principaux objectifs de la modelisation linéaire est de comprendre les

sources de variation des données biologiques. En effets, le coefficient de détermination R?
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quantifie la proportion de variance expliquée par un modele statistique linéaire, comme il

représente la corrélation entre les valeurs réelles et prédites (Nakagawa et al., 2017).

Si le modele contient beaucoup de termes inutiles, la valeur du R« sera inférieur &
celle de R? (EI-Adawi et al., 2011). Dans la présente étude, la valeur de R? est de 0,9114
(Figure 16), ce qui signifie qu’uniquement 0.09% des variations ne sont pas expliquées par le
modele. De plus, la valeur du coefficient de détermination ajusté est élevé (Rzajusté: 0,8482),

ce qui confirme la haute signification du modeéle.
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2500
2000 -
1500 —
1000 —

500
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0 500 1500 2500 3500 4500
PPT Prévu P=0,0014 R carré=0,91
Ecart-type résiduel=373,3

Figure 16 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.

3.2.2.Effet linéaire
La surface de réponse et la représentation graphique de I’équation de régression.
Elle fournit une méthode pour visualiser les relations entre les réponses et les niveaux
expérimentaux de chaque variable et le type d’interaction entre deux variables. Les effets des
variables indépendantes et leur interaction mutuelle sur le rendement d’extraction du CPT
peut étre vu sur une courbe de surface de réponse tridimensionnelle. Le graphe a été généré en
tracant la réponse en utilisant 1’axe Z par rapport a deux variables indépendantes tout en

conservant 1’autre variable indépendante.

D’apres les résultats trouvés, la méthode de surface de réponse illustrée dans la
figure 17 a montré I’effet de concentration d’éthanol et le temps d’extraction sur la teneur en

composés phénoliques totaux. Le taux de CPT été influencé par la polarité du solvant et
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augmente de manicre significative avec 1’augmentation de la concentration en éthanol, il
atteint le maximum a 90%. Nous constatons alors que la bonne combinaison entre le temps et
la concentration en éthanol influence considérablement sur 1’extraction des polyphénols

totaux. Nos résultats sont en accord avec aux ceux donnés par Liyana-Pathirana et Shahidi
(2005).

Figure 17 : Surface de réponse pour I’effet du temps d’extraction et la concentration du

solvant sur les CPT du cardon.

3.3. Conditions optimales d’extraction des composés a partir de la
poudre de cardon
Afin d’obtenir les conditions optimales de I’extraction des composés phénoliques

totaux, une équation de régression de la méthodologie de surface de réponse a été fourni par le
logiciel IMP7 (Figure 18).

Dans le but d’obtenir un optimum, 1’extrait riche en polyphénols totaux fixé par le
plan composite centré porté par le numéro 13 va subir une extraction aux conditions donné
par I’équation de régression avec une concentration d’éthanol de 90% a une durée de 33 min.

Un dosage des polyphénols totaux et flavonoides va étre appliqués pour I’optimum obtenu.
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Figure 18 : Valeurs des paramétres optimaux de 1’extraction des composés phénoliques

totaux.

3.3.1.Validation du modele
Dans les plans d’expériences, le model mathématique relie la réponse aux facteurs
qui I’influence, ainsi il peut d’écrire correctement le phénoméne étudié car la valeur

expérimentale est proche de la valeur prédite.

Les conditions optimales d’extraction ont été recherchées en utilisant la méthode de
RSM, une technique générale d’optimisation des fonctions. Le logiciel JMP 7 a été configuré
pour rechercher la désirabilité optimale des variables de réponse, c’est-a-dire le rendement
maximal de polyphénols totaux (CPT). La vérification de la validité est 1’adéquation de
mode¢le d’extraction  prédictif ont été réalisees dans ces conditions optimales de la

concentration du solvant et du temps de contact.

L’hypothése donné par 1’équation de régression de la méthodologie de la surface de
réponse avec une valeur prédite de 3666,21+619,62 (mg EAG/100g de PS) a été confirmé par
le résultat obtenue a une concentration d’éthanol de 90% pendant 33 min, qui est d’ordre de

4042,02+666,73 (mg EAG/100g de MS).

Le tableau ci-dessous représente les conditions expérimentales optimales de

I’extraction des composés phénoliques du cardon.
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Tableau IX: Comparaison entre les valeurs expérimentales et prédites en termes de teneur en

CPT pour les paramétres optimaux.

Temps Concentration Valeurs expérimentales Valeurs prédites
(Min) d’éthanol CPT (mg EAG/100g de = CPT (mg EAG/100g de
(%) MS) MS)
33 90 4042,02+666,73 3666,21+619,62

3.4. Composition de I’extrait de cardon

3.4.1. Teneur en polyphénols totaux
Les polyphénols totaux sont des molécules bioactives, sujet d’intérét scientifique
gréce a leur forte capacité antioxydante, bien qu’ils soient principalement synthétisés pour la
propre défense des plantes contre le stress oxydatif. Par conséquent, la caractérisation des
polyphénols comme antioxydants est essentielle a la fois pour la biologie végeétale et la

nutrition humaine (Csepregi et al., 2016 ; Fallah et al., 2008).

Le dosage des substances bioactives est une estimation rapide de la teneur en
polyphénols totaux. Cette méthode permet d’avoir une approximation de la teneur de 1’extrait
en phénol qui sera exprimée par rapport a un composé de référence (acide gallique) (Tajini et
al., 2020).

La courbe d’étalonnage utilisée est représentée dans 1’Annexe 1. La mesure de la
densité optique (DO) est réalisée contre un blanc. La DO est une droite affine d’équation
Y=0,0216 X avec un facteur de réhabilité R°= 0,9989.

La concentration des polyphénols totaux contenus dans les extraits de feuilles séchés
du Cynara cardunculus sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage sont d’ordre de
4042,02+666,73 mg EAG/100g de MS. Cependant, les valeurs rapportées par Gouveia et
Castilho (2012) ont été de 184,5+3,1 mg EAG/100g de MS et 233,64+1,4 mg EAG/100 g de
MS pour le cardon et I’artichaut, respectivement. Cela implique que les feuilles de notre

échantillon sont plus riches en polyphénols totaux.
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Cette variation peut étre attribuée a des différences entre les cultivars au stade de
maturation et la dispersition géographique (climat et type du sol) (Tajini et al., 2020),

comme elle peut étre due au type de solvant utilisé (le méthanol).

3.4.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles qui sont quasiment universels chez les
plantes vasculaires. lls sont couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits et
legumes, de graines, et de boissons, sont omniprésents dans les parties de la plante. Il est
reconnu que plusieurs classes de flavonoides présentent une activité antioxydante. Ces
substances bioactives sont largement connues comme de pigments naturels (Ghedira, 2005 ;
Panche et al., 2016 ; Belyagoubi Benhammou, 2012 ; Lugassi et al., 2003).

La concentration des flavonoides dans 1’extrait a été exprimée a partir de 1’équation
de la droite de régression Y=0.0292X avec un coefficient de détermination R*=0,9935
(Annexe 2). OU Y est la valeur de I’absorbance et X la concentration en mg des flavonoides

présents dans 1’échantillon.

La valeur de la densité optique (DO) obtenue a été convertic en mg d’équivalent de
rutine par 100 g de MS. La concentration déterminée et le facteur de dilution ont permis de

calculer la quantité des flavonoides dans I’extrait de cardon.

La teneur en flavonoides de I’extrait de feuilles de cardon étudié est de I’ordre de
1383,23+616,76 mg ER/100 g de MS. Une quantité de 2,86+0,0010 mg ER/100 g PS
d’extrait de cardon et une quantité d’ordre de 97,0+0,074 mg ER/100 g MS pour I’artichaut
ont été trouvees par Gouveia et Gastilho (2012), tout en utilisant la méthode de macération
pour leur extraction. Cela montre que notre échantillon possede un taux assez élevé en

flavonoides.
Notre résultat, par contre, est comparable a celui rapporté par Mahmoudi et al.

(2013) qui montre que la méthode de macération est préférable pour extraire les flavonoides

de la famille d’ Astéracées (cardon et artichaut).
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Conclusion

Le travail exposé dans ce mémoire, organis€ en quatre chapitres, s’intéresse a
I’optimisation des conditions d’extraction et la valorisation des ressources naturelles, afin
de contribuer a la connaissance des teneurs de certains composés bioactifs tels que les

polyphénols totaux (PPT) et les flavonoides des feuilles de Cynara cardunculus L.

Le cardon soit une plante méditerranéenne bien connue et que son profil chimique
et son activité biologique ont été étudiés. La méthode de surface de réponse est employée
pour permettre d’extraire le maximum de PPT tout en se basant sur un plan factoriel

complet considéré comme un modéle adéquat dit centrale composite.

En outre, pour une extraction efficace et optimale des composés phénoliques des
feuilles de C. cardunculus, la technique d’extraction assistée aux ultrasons a été utilisée.
Deux facteurs ont été optimisés a savoir la concentration de solvant qui est 1’éthanol (0% ,
20% , 40%, 60% , 80% , 95%) et le temps d’extraction (Smin , 10min , 20min , 30min ,
40min , 50min) avec un degré de signification des données qui est pris a la probabilité P <

0,05.

En ce qui concerne la conception expérimentale, les meilleures performances
d’extraction a partir des feuilles de cardon ont été obtenues avec I’utilisation de la

concentration en éthanol qui est de 80% (v /v) et une durée de 40 min.

Dans ces conditions optimales, le taux des polyphénols totaux était de 2822,26 +
111,22 mg équivalent acide gallique/100g MS, alors que, la teneure en flavonoides est de
I’ordre de 1383,23 + 101,28 mg équivalent rutine/100g MS. A ces conditions, 1’extraction
révéle un meilleur rendement en polyphénols totaux accompagné d’une teneur

considérable en flavonoides.

Ce travail n’est qu’une initiation a la connaissance de la composition de cardon et
mérite une continuation afin d’élucider d’autres métabolites et d’approuver d’autres tests
biologiques qui ont une influence sur le rendement d’extraction, peuvent servir de
perspectives pour optimiser au mieux l’extraction en vue de son utilisations a 1’échelle
industrielle. D’autres critéres peuvent €tre ajoutés en plus du rendement en polyphénols

totaux, telles que 1’activité antioxydante.
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Annexes

Annexe 1 : Courbe d’¢étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
Courbe d'étalonnage d'acide gallique
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.
Dosage des flavonoides
=
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Annexes

Annexe 3 : Résultats de 1’étude statistique pour I’effet du solvant d’extraction (éthanol).

1 1598,821 falakalad
2 2859,341 falalalel
6 3577,652 falakalad

3 5106,959 | ****
4 5547,214 | F***

5 5769,659 | ****

1: éthanol a 0% ; 2 : éthanol a 20% ; 3 : éthanol a 40% ; 4 : éthanol a 60% ; 5 : éthanol a
80%, 6 : éthanol a 95%.

Annexe 4 : Résultats de 1’étude statistique pour 1’effet du temps.

1 | 1770289 ek
6 | 1994587 = wwx e
4 | 2042,784 | wxx ek

2 2265,228 falakalad
3 2283,765 folalela

5 2372,743 falakalel

1:5min;2:10min; 3:20 min;4:30min;5:40 min, 6 : 50 min.



Résumé

Cynara cardunculus L. est une plante vivace appartenant a la famille des Astéracées, c’est
une plante d’une grande qualité nutritive. La présente étude est portée sur I’optimisation de
I’extraction des antioxydants (composés phénoliques) de la poudre de feuilles de cette
plante, en utilisant la méthode de surface de réponse développée par le plan composite
centré. Les conditions expérimentales optimales permettant une maximisation de
I’extraction des polyphénols de feuilles de C. cardunculus, sont la concentration en éthanol
qui est d’ordre de 80%(v/v) pour un temps de sonication de 40 min. Une quantification des
polyphénols totaux et des flavonoides dans ces conditions a révélé des teneurs
intéressantes. La concentration en polyphénols totaux est de 2822,26 +111,22 mg
équivalent acide gallique/100g MS) et celle en flavonoides est d’ordre de 1383,23+£101,28
mg équivalent rutine /100 g MS. Par consequent, les feuilles de C. cardunculus pourrait
constituées un déchet a valoriser dans le domaine agroalimentaire, vu leur richesse en
substances bioactives.

Mots clés : optimisation ; Cynara cardunculus; méthode de surface de réponse ;
polyphénols totaux ; flavonoides.

Abstract

Cynara cardunculus L. is a perennial plant belonging to the Asteraceae family; it is a plant
of great nutritional quality. The present study is focused on the optimization of the
extraction of antioxidants (phenolics compounds) from the powder leaves of this plant
Cynara, using the response surface method developed by the central composite design. The
optimal experimental conditions for maximizing the extraction of polyphenols from C.
cardunculus leaves were the concentration of ethanol of 80% (v/v) for a sonication time of
40 min. Quantification of total polyphenols and flavonoids under these conditions revealed
interesting levels. The concentration of total polyphenols was 2822.26 + 111.22 mg gallic
acid equivalent/100g DM) and that of flavonoids was of the order of 1383.23 + 101.28 mg
rutin equivalent /100 g DM. Consequently, the leaves of C. cardunculus could constitute a
waste to be recovered in the food industry, given their richness in bioactive substances.

Keywords: optimization; Cynara cardunculus; response surface method; total
polyphenols; flavonoids.
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