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Introduction

A I’heure actuelle, les nutritionnistes et autres professionnels de la santé ne cessent
d’invoquer I’importance d’une alimentation équilibrée. Cet effet est relié a une alimentation
abondante en fruits et Iégumes. L’effet préventif des légumes résulte de la présence entre

autre d’un cocktail d’antioxydants tels que les composés phénoliques (Astier et al ., 1986).

Ces derniéres années ont vu un débordement d’information sur le stress oxydatif dans
le déclenchement de certaines maladies graves (cancers, maladie cardio-vasculaire...etc.) et
I’action thérapeutique de ces composés phénoliques sur ces pathologies. Ces composés
connaissent un intérét croissant pour des applications dans les industries agroalimentaire,

cosmétique et pharmaceutique (Evans ., 2007 ; Hussain et al ., 2011 ; Leandro et al ., 2012).

La quantité et la qualité des polyphénols dans les végétaux peuvent varier
sensiblement en fonction des différents facteurs. Une série de facteurs est liée a la culture et la
génétique des plantes, aux pratiques agricoles, a la fertilité du sol, aux conditions climatiques,
a la présence de ravageurs et les moyens de lutte contre eux. Une autre série de facteurs
prennent leurs origines au moment ou la plante quitte la ferme ou elle a été cultivée et est
acheminée vers le consommateur. Les facteurs liés a la conservation et a la préparation des
aliments ont également une incidence importante sur le taux de ces substances (Charles et al .,
2005).

Les composés phénoliques peuvent étre isolés facilement a partir d’un tissu végétal par
la méthode d'extraction mais cette procédure est influencée par plusieurs parametres tels que :
la nature chimique de ces composés, la méthode d’extraction utilisée, la dimension des
particules d’échantillon et le temps d’extraction. Une autre difficulté a prendre en
considération est la susceptibilité des polyphénols a I’oxydation. Chaque matériel végétal a

ses propriétés spécifiques en termes d’extraction de ces composés (Telli et al ., 2010).

Notre étude porte sur un végétal Méditerranéen trés réputé en Algerie, Cynara
cardunculus plus communément connu sous le nom de cardon qui est un légume vert de la
famille des Astéracées dont les vertus sont indéniables, consommé uniquement a I’état cuit,
cuisson & I’eau, cette derniére peut affecter positivement ou négativement sa composition

phenolique.

Afin de tirer bénéfice et pour une meilleure valorisation et I’étude de I’impact de la
cuisson sur le cardon, une bonne maitrise des conditions d’extraction des polyphénols

existants dans le cardon s’avere nécessaire. L’objectif de la présente étude consiste a évaluer
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I'effet de la cuisson sur la composition phénolique et I'activité antioxydante du cardon apres
optimisation de I'extraction des polyphénols par une méthode alternative qui est I'extraction

par micro-ondes en appliquant le model de plan d’expérience Box-Behnken.
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[SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE] Généralités sur le cardon

I. Origine

Cynara cardunculus communément appelée cardon, carde ou chardon ; est une plante
herbacée bisannuelle de la famille des Astéracées, cultivée comme plante potagere
consommée comme légume, elle est trés voisine de l'artichaut, qui fut parfois classé dans une
espéce différente (Cynara scolymus), mais qui est considéré comme une forme de Cynara
cardunculus L. subsp. Carduculus et du genre Cynara. |l existe deux espéces de Cardunculus
(cardon) et Colymus (artichaut) (Koubaa et Damak ., 2003).

Bien que son origine soit réellement inconnue, le cardon (un des plus anciens légumes)

est généralement censé étre originaire du bassin Méditerranéen (Koubaa et Damak ., 2003).

Figure 01 : Photographie d’un champ de cardon

Il. Position systématique de Cynara cardunculus

Le nom du genre cardon a été adopté par Linné, il vient du mot Grec « kynara », il est

attribué a diverses plantes épineuses. Le tableau | représente la classification du cardon.

Tableau I : Classification de Cynara cardunculus

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Cynara



https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asterales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cynara
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I11. Description botanique de Cynara cardunculus

Le cardon se développe en rosette, puis émet une tige principale épaisse et rameuse qui
peut atteindre de 1,50 a 2 m de haut portant a ses extrémités des capitules terminales. Les
feuilles sont alternes, trés grandes et longues, aux bords dentés et épineux, profondément
divisées en lobes aigus, de couleur vert argenté ou gris- vert. Grandes inflorescences
sphériques solitaires ou en corymbes, ses fleurs, bleu violacé, sont solitaires, dépassant
souvent 6 cm de diameétre, elles sont réunies en capitules qui apparaissent a partir de la
deuxieme année, qui sont également comestibles. Le cardon présente un systéme racinaire
pivotant tres profond, qui lui confere une bonne résistance a la sécheresse et a des froids non
sevres. Les graines sont des akenes oblongs surmontés d'une aigrette plumeuse qui se séparent
facilement. Dans le commerce des graines, il existe deux variétés de cardon : I'une inerme et
I'autre épineuse, seule la variété a épines est cultivée pour son gout typique de cardon (Ozenda
., 1983 ; Brickell ., 2004 ; Djerroumi et al ., 2004).

Figure 02 : Morphologie du cardon(https://www.google.dz/image/Cynara cardunculus)
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I\VV. Composition chimique et valeurs nutritionnelles

Le cardon est un légume d'hiver qui renferme un cocktail de minéraux et d’oligo-

éléments, il apporte aussi une dose de vitamines dont la vitamine C et la vitamine B (Tableau

).

Tableau 11 : Composition du cardon cru (FAVIER et al ., 1995)

Composants (Q) Minéraux (mg) Vitamines
Eau 92.7 Na 23 Equ.p- Carotene (ug) Traces
Protéines 0.8 Mg 32 C 4
Glucides disponibles 2.2 23 Niacine (mg) 0.3

- Sucre 1.9 P

- Amidon 0.3
Fibres 2 K 400 B6 0.05
Lipides 0.1 Ca 70 Folates (ug) 34
Energie (Kcal) 13 Fe 0.7 Proportion comestible 0.6

Cette espéce renferme aussi dans ses feuilles et ses graines :

e Des polyphénols : les dérivés caféiques (cynarine et acide chlorogénique) ;

e Des flavonoides (surtout des flavones) ;

e Des tannins, des anthocyanes et coumarines ;

e Des stéroides (stérols, sesquiterpénoides et des saponines) ;

e Un principe amer (cynaropicrine) et un sucre (inuline) ;

e Des lignanes (Valentao et al ., 2002 ; Koubaa et al ., 2003 ; Wang et al .,
2003 ; Pinelli et al ., 2007).
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Toutes les études réalisées sur le cardon ont porté sur l'identification de ses
métabolites secondaires et éventuellement tester leurs utilisations biopharmaceutiques
comme l'activité antioxydante, antimicrobienne et antiviral (Paris et al ., 1971 ; Convoitise .,
1983 ; Koubaa et al ., 1999 ; Sianina et al ., 2001 ; Valentao et al ., 2002).

En effet, les composées phénoliques sont des métabolites secondaires caractérises par
la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou liés aux
glucides. Des études récentes ont montré que plus le contenu en polyphénols était important,

plus grande était la capacité totale de ces aliments (Ou et al ., 2002 ; Stratil et al ., 2006).

V. Propriétés biologiques de Cynara cardunculus

Le cardon est un Iégume a nombreuses vertus qu’elles soient diététique ou médicale.
Le cardon est un trés bon allié des régimes amaigrissants du fait qu’il soit trés peu calorique
soit 13 calories par 100 g, contient de I’inuline qui est un sucre assimilable pour les
personnes diabétiques et de la cynarine, qui est un dépurateur du foie, qui améliore la
fonction hépatique de la vésicule biliaire et abaisse le taux de cholestérol dans le sang. Sa
richesse en fibres et en mucilage, lui confére des propriétés bienfaisantes pour la régulation
du transit intestinal, une teneur importante en minéraux et oligo-éléments (magnésium,
calcium, fer, sélénium, zinc, et surtout en potassium) qui favoriseraient le maintien de

I’équilibre de la pression artérielle.
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[SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE] Extraction par micro-ondes

I. Principe de I’extraction par micro-ondes

Le magnétron est le type de générateurs d’ondes le plus répondu qui transforme I’électricite
en un rayonnement micro-ondes de nature électromagnétique (Kingston ., 1997 ; Oudot ., 1999
; Thostenson ., 1999 ; Datta ., 2001).

Ces micro-ondes pénétrent dans la matrice végétale et réagissent avec les molécules polaires
comme I|’eau, ayant pour résultat un chauffage interne de la matiere biologique et par
conséquent I’augmentation de la pression intérieure des cellules ; cette derniere provoque la
coupure des parois cellulaires ainsi qu'un dégagement des analytes (Luque de Castro et al .,
2011 ; Michel et al ., 2011 ; Ahmad et al ., 2012).

I1. Facteurs influengant I’extraction par micro-ondes

L’efficacité de I’extraction par solvant assistée par micro-ondes (MAE), repose fortement
sur le choix des conditions de fonctionnement et les paramétres affectant le mécanisme
d’extraction, il existe cinque facteurs majeurs qui peuvent avoir une influence importante sur

le rendement d’extraction et la qualité de I’extrait (Mandal et al ., 2010 ; Chan et al ., 2011).

I1.1. Nature et volume du solvant

Le choix du solvant dans la MAE est fondamental pour obtenir un processus d’extraction
optimal. Comme pour les autres techniques d’extraction ce choix est détermine par la solubilite
des molécules d’intérét et par les interactions solvant/matrice. Cependant, en MAE le choix du
solvant est surtout relié a sa capacité a absorber les micro-ondes. Le volume du solvant doit étre
suffisant pour que la matrice reste immergée pendant la durée de I’extraction. Les ratios
optimums liquide/solide, les plus souvent utilisés sont généralement situés entre 10:1 et 50:1
(ml/mg) (Thomas ., 2012).

11.2. Temps d’extraction

Pour la majorité des matrices étudiées, le parametre le plus valorisable est
incontestablement le temps d’extraction, c’est I’un des avantages de la MAE car il est
généralement court : quelques secondes a quelques minutes. La vitesse de I’’extraction parait
étre le principal atout dans I’extraction des composés phénoliques, en raison de la rapidité du
procéde, et de I’augmentation de la sélectivité de I’extraction par rapport a la méthode

conventionnelle (Lucchesie et al ., 2004). De plus il a été démontré que des temps plus longs
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d’extraction n’amélioraient pas forcément le rendement d’extraction, et qu’ils induisaient des

risques plus élevés de dégradation de molécules thermolabiles (Thomas ., 2012).

11.3. Puissance d’irradiation

La puissance d’irradiation est choisie en fonction de la température et du temps d’extraction
appliqués, elle doit étre correctement choisie pour éviter une température excessive qui pourrait
mener a la dégradation des composés recherchés. Elle est généralement minimisée pour éviter
d’atteindre des températures d’extraction trop élevées et a I’inverse, augmentée pour diminuer

le temps d’extraction (Thomas ., 2012).

I1.4. Nature de la matrice

La teneur en eau de la matrice a une grande importance dans le processus
d‘extraction, car les molécules d‘eau, qui ont une forte capacité a absorber les micro-ondes,
jouent un rdle important dans le processus d‘échauffement. En conséquence, I'obtention de
résultats reproductibles exige le contrdle préalable de la teneur en eau de la matrice a
extraire (Thomas ., 2012).

I11. Instrumentation

Le developpement rapide dans les processus MAE a incité divers fournisseurs a fournir des
systemes améliorés et des instruments connexes pour le processus d’extraction.
La plupart des extracteurs & micro-ondes disponibles sont construits aux laboratoires sur la base
d’un micro-ondes domestique.
La majorité des micro-ondes commerciales sont équipés d’un systeme de contréle de la

température avec des systemes de surveillance et de controle de la pression (Chan et al ., 2011).

Allihn :
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Figure 04 : Schéma d’un four @ micro-ondes
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IVV. Avantages et inconvénients des micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes (MAE) est reconnue comme une technique
d’extraction polyvalente et efficace pour les métabolites secondaires des matrices végétales
notamment les antioxydants, elle exige moins de solvant et permet d’obtenir un meilleur
rendement par rapport aux méthodes classiques d’extraction (Zhang et al ., 2011). La MAE
montre des avantages évidents avec un temps d’extraction plus court, une grande sélectivité,
elle est considérée comme une technique prometteuse pour I’extraction en raison de I’ utilisation
des différents phénomenes physique et chimique comparés aux extractions conventionnelles,
elle est simple d’utilisation et peu onéreuse (Veggi, et al ., 2013).

Néanmoins cette technique nécessite une étape de filtration et/ou centrifugation pour
éliminer les particules solides apres I’extraction. Par ailleurs, de faibles rendements d‘extraction
peuvent étre obtenus lorsque des solvants apolaires ou volatils sont utilisés (Sparr Eskilsson et
al ., 2000 ; Wang et al ., 2006).
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Les plans d’expériences permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont applicables a de nombreuses
disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou I’on recherche le lien qui existe entre
une grandeur d’intérét « y » (réponse) et des variables « xi» (facteurs) (Goupy ., 2006). Avec
les plans d’expériences une meilleure précision avec le minimum d’essais et de colt sont
obtenus (Goupy et Creighton ., 2006).

I. Principe

Il consiste a faire varier simultanément les niveaux d’un ou de plusieurs facteurs, qui
sont les variables, discretes ou continues, a chaque essai. Ceci va permettre de diminuer
fortement le nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés
(Goupy et Creighton ., 2006) et en détectant les interactions entre les facteurs et les optimaux
par rapport a une réponse (Faucher ., 2006).

Il. Terminologie

> Reéponse : grandeur physique étudiée (Vivier ., 2002).

» Facteurs : variables qui peuvent modifier la réponse (Goupy et Creighton ., 2006).

» Niveau d’un facteur : valeur donnée a un facteur pour realiser une expérience (Goupy et
Creighton ., 2006).

» Domaine d’étude : Domaine expérimental délimité par les niveaux inférieurs et supérieurs
des facteurs étudiés (Chaabouni et al ., 2011).

» Matrice d’expérience : indique les niveaux pris par les variables codees aux différentes

expériences (Chaabouni et al ., 2011).

I11. Plans de surface de reponse (RSM)

La méthode des surfaces de réponse (RSM) est une technique d'analyse statistique
puissante, ces plans sont les plus employées car ils permettent le criblage des facteurs et
conduisent a des modélisations simples des processus complexes ou la réponse est influencée
par plusieurs variables et dont I’objectif est d’optimiser cette réponse (Goupy et Creighton .,
2006).

Ces plans utilisent des modeles polymiaux de second degré dont les trois plus importants
plans de ce type sont : les plans hybrides, les plans Box-Behnken et les plans de Doelhert.
Le modele mathématique postulé utilisé avec les plans pour surface de réponse est un modele

de second degré avec interaction d’ordre 2 (Raissi et Farsani., 2009) :
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k k k
Z Z 2 E

i=l1 i=l1 i=1

y: est la réponse (la grandeur d’intérét).
Xi, Xj: sont les variables.
Lo, PBi.fi, Pii- sont les coefficients de polyndme.

¢ : est I’erreur aléatoire.

I11.1 Les plans Box-Behnken (BBD)

Box et Behnken ont proposé en 1960 des plans qui permettent d’établir directement des
modeles de second degré. Ce sont des structures symétriques dans lesquelles chaque facteur
prend trois niveaux (Chagnon ., 2005).

Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est construit sur un cube. Pour quatre
facteurs, ce plan est construit sur un hypercube a quatre dimensions. Les points expérimentaux
ne sont pas placés aux sommets du cube ou de I’hypercube, mais au milieu des arétes ou au
centre des faces (carrés) ou au centre des cubes. Cette disposition a pour conséquence de répartir
tous les points expérimentaux a égale distance du centre du domaine d’étude, donc sur une
spheére ou sur une hyperspheére suivant le nombre de dimensions. Des points, sont ajoutés au

centre du domaine d’étude (Goupy et Creighton ., 2006).

xF
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Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, est un cube possédant 12 arétes a qui sont
ajoutés, habituellement trois points d’expériences, au centre du domaine d’étude. Le plan de
Box-Behnken pour trois facteurs possede donc 15 essais (Tableau I11) (Goupy et Creighton .,
2006).

Tableau 111 : Les niveaux des facteurs codés pour un plan Box-Behnken a trois facteurs
(Ferreira et al ., 2007)

Expériences X1 Xz X3
1 -1 0 1
2 0 -1 1
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 -1 -1 0
7 0 1 -1
8 1 -1 0
9 1 0 1
10 0 -1 -1
11 0 1 1
12 1 1 0
13 -1 1 0
14 1 0 -1
15 -1 0 -1

I11.2. Quelques applications des plans Box-Behnken
» Optimisation des processus de sorption, exemple : Yetilmezsoy et ses collaborateurs ont
optimisé I’élimination du Pb de I’eau par les coques de pistache.
» Optimisation des méthodes chromatographiques, exemple : optimisation de I’extraction par
chromatographie en phase supercritique des flavonoides a partir du Kouzou (Pueraria
lobata) (Wang et al ., 2008).
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I. Définition de la cuisson

La cuisson est une opeération qui consiste a chauffer un aliment pendant un certain temps
et dans un environnement bien défini (Bimbenet et al ., 2002). C’est une étape essentielle dans
la préparation des aliments. Elle permet non seulement de consommer certains produits
indigestes et de mauvaise qualité gustative, mais améliore aussi leur qualité bactériologique.
C’est en outre une étape qui contribue a la dégradation des produits et s’accompagne souvent

d’une perte de minéraux (Turkmen et al ., 2005).

I1. Impacts de la cuisson sur les aliments
La cuisson a des impacts variés dont I’importance respective différe suivant le type
d’aliment et le type de cuisson. lls sont répartis en trois groupes principaux : nutritionnel,

sanitaire et organoleptique.

I1.1. Impact nutritionnel

La cuisson des légumes permet d'améliorer la digestibilité en modifiant la structure des
fibres alimentaires. Cependant, elle entraine aussi une diminution plus ou moins marquée de la
valeur nutritionnelle, soit par diffusion de constituants hydrosolubles dans I'eau de cuisson, soit
par destruction de substances thermolabiles et/ou oxydables. Les pertes sont en général plus
élevées pour les 1égumes-feuilles que pour les racines et tubercules. Elles augmentent avec le
volume d'eau utilisé et la durée de la cuisson (Causeret ., 1986). D’autre part, la cuisson permet
de réduire I"impact des facteurs antinutritionnels qui empéchent I’assimilation des nutriments
(Rocca-Poliméni ., 2007).

11.1.1. Impact de la cuisson sur les antioxydants

La cuisson ménagére entraine des modifications du profil nutritionnel des végétaux
frais. En effet, I’effet de la chaleur, ainsi que les interactions entre le produit et le milieu de
cuisson entrainent une destruction des vitamines, des pertes minérales et un ramollissement des
fibres. La cuisson provoque une modification de la structure des polyphénols et une diminution
globale de ces substances dans les fruits et [égumes. Les pertes sont trés variables selon le mode

de cuisson et la substance étudiée, elles peuvent atteindre 60% (Liegeois ., 2001).
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e Effet sur les composés phenoliques totaux

La cuisson ou I’exposition a de fortes températures provoquent une diminution de la
teneur en polyphénols totaux de la plupart des fruits et légumes (Ngoh Newilah ., 2005).
D’apres les études de Mazzeo et al ., 2011, I’effet positif du blanchiment sur les composés
phénoliques de plusieurs légumes a été confirmé, ceci peut étre di a I’inactivation des enzymes
responsables de I’oxydation des polyphénols (polyphénol oxydase). La pasteurisation est un
traitement thermique court, avec un effet modéré sur les antioxydants (Johnson et al ., 2003).
Roy et al . (2007) ont rapporté que la cuisson de certains légumes & une température de 100°C
(10 a 30 min) affecte leur teneur en composés phénoliques et leur activité antioxydante.
Cependant, un chauffage modéré (50°C pendant 10 a 30 min) préserve 80-100% de polyphénols

et de leur activité antioxydante.

o Effet sur les flavonoides

Les données relatives a I’effet de la cuisson sur les flavonoides restent controversées,
certaines ont rapporté I’absence de différence significative, et d’autres ont constaté des pertes
tres variables (Terry ., 2011).
Lors de la cuisson, les pertes en flavonoides dépendent de leur nature chimique. Selon Olivera
et al . (2008), I’augmentation de la teneur en flavonoides dans les extraits du chou de Bruxelles
apres blanchiment est liée a la perte de I’intégrité des tissus, des cellules, des membranes et des
organites apres traitement thermique. Plusieurs auteurs ont observé une augmentation de la

teneur en composés phénoliques apres un blanchiment.

I1.2. Impact sanitaire

La cuisson, par action de la température, contribue souvent a rendre les aliments plus
sains. En effet, la cuisson entraine la destruction totale ou partielle de la flore thermosensible
et I’élimination de nombreuses toxines (Dupin ., 1992). Néanmoins, la cuisson peut aussi avoir
un effet néfaste, particulierement avec la création de molécules cancérigenes, d’autant plus
générées lorsque la température de cuisson est élevée (Sugimura ., 2002). Ce sont souvent les

réactions de Maillard qui sont responsables de leur apparition.
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11.3. Impact organoleptique

Les caractéristiques organoleptiques d’un aliment peuvent étre divisées en trois grandes
catégories :
L apparence, liée aux propriétés visuelles ; au cours de la cuisson, I’apparence de I’aliment est
modifiée (forme et couleur), ces modifications sont dues a des réactions chimiques accélérées
par la chaleur de la cuisson.
La flaveur, liée a la perception sensorielle globale, c’est-a-dire a la fois au sens du go(t et de
I’odorat mais aussi du toucher, de la tempeérature et autres sensations provoquées lors de
I’appréciation d’un aliment (Moulton ., 1982). C’est le résultat de plusieurs réactions physico-
chimiques qui sont soit des synthéses, soit des dégradations de molécules.
La texture, liée a des sensations tactiles principalement, méme si la vue et I’ouie peuvent
participer a la reconnaissance textuelle. La texture est toujours liee a la microstructure de
I’aliment, parmi ces constituants, plusieurs ont une importance particuliére dans I’appréciation
de la texture. L état de turgescence de la vacuole, liée a la pression osmotique, la quantité et la
taille des méats, la taille des parois composeées de cellulose et de polysaccharides, la qualité de
la lamelle moyenne qui compose la couche externe de la paroi associée a des substances
pectiques et la composition du cytoplasme (plus ou moins riche en lipide, en protéine ou en
amidon) (Moulton ., 1982).




Partie experimentale



Mateériels et méthodes



I. Matériel végétal

Le cardon a été procuré du marché local de la ville de Bejaia au mois de février 2017.
Les parties non comestibles (les feuilles) ont été retirées manuellement a l'aide d'un couteau et
les parties comestibles (les cotes) ont été soigneusement lavées a I'eau du robinet afin d'éliminer
toutes les impuretés, rincées avec de I'eau distillée et séchées avec du papier absorbant. Les
cbtes ainsi propres et nettoyées ont été découpées en morceaux puis recouvertes de papier

aluminium et conservées dans une boite au frais.

Figure 06 : Cardon préparé et découpé

I1. Détermination des parameétres physico-chimiques du cardon

11.1. Détermination de la teneur en eau

Afin de déterminer la teneur en eau, 10 g de cardon sont pesés dans une capsule sur une
balance puis une dessiccation a été réalisée dans une étuve portée a une température de 103 °C
1 2°C pendant 4 heures (Doymaz et al ., 2004).

Figure 07 : Détermination de la teneur en eau de Cynara cardunculus




Les résultats ont été exprimés en pourcentage selon la formule suivante :

H%= [(M1-M>) / P].100
L |

M1 : Masse de la capsule + masse de la matiére fraiche (g) ;
M : Masse de la capsule + masse de la matiere seche (g) ;
P : Masse de la prise d'essai (g).

H%: Pourcentage d'humidité

Matiere seche % =100-H%

11.2. Détermination de la teneur en cendre

2 g de cardon sont mis dans des creusets puis placés dans un four a moufle réglé a 550°C

+ 15°C pendant 5h jusqu'a obtention des cendres de couleur grise, claire ou blanchatre (Afnor

., 1982).

Figure 08 : Détermination de la teneur en cendre du cardon dans un four & moufle

Les creusets sont pesés apres refroidissement et la matiere organique est calculée par la
formule suivante :

Mo % = [(M1-M2).100] /P |
|

Mo : Matiére organique en (%) ;
M1 : Masse des creusets + la masse de la prise d'essai ;

P : La masse de la prise d'essai.




La teneur en cendres (Cd) est calculée comme suit :

Cd = 100-Mo %

I11. Optimisation des conditions d’extraction
I11.1. 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 en fixant tous les parametres et n'en faire varier qu'un seul. L’effet de
chaque parametre 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 a I’aide de la

méthodologie de la surface de réponse (RSM).

Tableau IV : Conditions d’extraction utilisées dans I’étude préliminaire

Type solvant Concentration  Temps Puissance Ratio

du solvant % d'irradiation d'irradiation(w) solvant/solide

(V/v) (mn) (mg/ml)
Ethanol 20 2 100 20
Meéthanol 40 3 300 30
Acétone 50 4 500 40
Eau distillé 60 5 700 50
80 6 900 60
7

I11.2. Application de Box-Behnken Design

L’ optimisation de la méthode d’extraction est réalisée en utilisant le plan BBD avec
trois niveaux (-1, 0, +1). Cette conception a été employée afin d’évaluer les parametres les plus
significatifs sur I’extraction (Destandau et al ., 2011), et de trouver les conditions d’extraction
optimales. Afin d’évaluer les meilleures conditions pour I’extraction des polyphénols totaux,
trois variables ont été choisies comme pertinentes : la puissance, le temps d'extraction, et le

ratio (solvant/solide), respectivement désignées par X1, X2 et X3 (Tableau V).
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Tableau V : Niveaux des parameétres choisis

-1 0 +1

X2 (mn) 4 5 6

Les niveaux bas, moyen et haut de chaque variable sont désignés par -1, 0 et +1, respectivement
(Tableau VI).

Tableau VI : Matrice d’expérimentation

Puissance d'extraction (w)  Temps (mn) Ratio (ml)

2 700 4 40

4 700 4 60

6 900 4 50

8 900 5 60

10 500 4 50

12 700 6 60

14 500 S 40




IV. Préparation de I’échantillon

Le but de la présente étude est de déterminer I’effet de la cuisson sur la composition
phénolique du cardon. Pour cela, 15g de I’échantillon découpé ont été mis dans un bécher
contenant 100 ml d'eau du robinet et portés sur une plague chauffante.

Apres la cuisson, le contenu du bécher a éte filtré, les échantillons cuits ainsi que I’eau de
cuisson ont été refroidis a température ambiante puis conservés a 4°C, pour servir a des analyses
ultérieures.

Cette opération a été effectuée afin d’évaluer la teneur en composés phénoliques de
I’échantillon cuit et celle de I’eau de cuisson de C. cardunculus et de les comparer a celle de

I’échantillon frais.

Figure 09 : Cuisson du cardon

IV.1. Extraction des composes phénoliques par micro-ondes
Dans un ballon d’extraction, 15g de cardon (frais et cuit) finement coupé est mélangé
avec un volume de solvant. Le mélange est placé dans un micro-ondes, par la suite, les extraits

obtenus sont soumis a une filtration a I’aide de papier filtre.
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Figure 10 : Extraction par MAE des composés phénolique de Cynara cardunculus

IV.2. Dosage des antioxydants

IV.2.1. Les composes phénoliques

La réaction est basée sur la réduction du mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteu, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxyde bleue de tungsténe et d’oxyde de molybdene. La présence de carbonate de
sodium rend le milieu lIégérement alcalin (Vermerris et al ., 2008). Aprés I’addition du réactif
de Folin-Ciocalteu et de carbonate, une couleur bleue est obtenue dont I’intensité est
proportionnelle a la concentration en composés phénoliques.
La teneur en composés phénoliques totaux des extraits de Cynara cardunculus est estimée selon

la méthode décrite par Georgé et al . (2005).

Mode opératoire

250 pl de I'extrait sont additionnés de 1,25 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix
fois) qu'on laisse agir deux min a température ambiante, on ajoute 1 ml de carbonate de sodium
(Na2C0s) 7,5% , apres agitation et incubation dans le bain marie pendant 15 min a 50 C, la
solution est directement plongée dans un bain de glace. La lecture des absorbances a été

effectuée a 760 nm et la concentration des polyphénols totaux est calculée en utilisant une




courbe d’étalonnage, établie avec de I’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide gallique par 100 g de matiére fraiche (mg E.A.G/100 g wmF).

IV.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus hétérogéne des composés phénoliques
reparti dans différentes classes dont certains sont solubles dans les solvants polaires tandis que
d’autres sont solubles dans les solvants apolaires (Macheix et al ., 2005).
En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position cing
susceptible de donner en présence du chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par chélation
de I’ion aluminium (Al3+), dont sa concentration est proportionnelle a la quantité de flavonoides
présent dans I’extrait (Djeridane et al ., 2006).

Mode opératoire

1 ml de chaque extrait est mélangé a 1ml d'une solution de chlorure d'aluminium (AICIs)
2% diluée dans du méthanol. Apres 10 min d'incubation a température ambiante et a I'abri de
la lumiére, I'absorbance est mesurée a 415 nm (Dahmoune et al ., 2014).

La concentration en flavonoides est calculée en utilisant une courbe d'étalonnage établie
avec la quercétine, les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par 100 g de matiere
fraiche (mg E.Q/100g de wmF).

IV.3. Détermination de I'activité antioxydante

L'activité antioxydante des extraits est déterminée selon deux méthodes ; la premiére est
I'estimation du pouvoir réducteur qui mesure la capacité des extraits a réduire les ions
métalliques par différents tests dont la réduction du chlorure ferrique. La deuxieme évalue le
pouvoir anti radicalaire en mesurant le pourcentage de neutralisation du radical DPPH.

IV.3.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire
le fer ferrique Fe®* du complexe ferricyanure [FeCls/KaFe(CN)e] en fer ferreux Fe?*, la forme
réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits
(Bourgou et al ., 2008).

Mode opératoire
La réduction du chlorure ferrique FeCls des extraits de Cynara cardunculus est

déterminée selon la méthode décrite par Khaled-khoudja et al ., 2014. 0,5 ml d'extrait sont




ajoutés a 1,25 ml de tampon phosphate (pH=6,6) et 1,25ml de ferricyanure de potassium (1%).

Apres incubation a 50°C durant 20 min dans un bain marie, 1,25ml d'acide trichloracétique
(10%) sont rajoutés. 1,25 ml du mélange préalablement préparé auquel sont rajoutés 1,25 ml
d'eau distillée et 250 pl de chlorure ferrique (0,1%). L'absorbance est mesurée a 700 nm. Les

résultats sont exprimés en pug E.A.G/100g de mr.

IV.3.2. Pouvoir anti radicalaire du DPPH°

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphényl-p-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilis€s pour étudier la relation structure-
activité antioxydante des composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas
des dimeres, le DPPHe reste dans sa forme monomeére relativement stable a température
ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur mauve bien caractéristique de la solution
de DPPHes. L'évaluation de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par
spectrophotométrie a 515-518 nm. Le piégeage des radicaux libres par les composés
phenoliques, se fait par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors transformé en une molécule
stable DPPH-H (Popovici et al ., 2009).

NO, NO,
' H

O,N N—N + A-H - O,N N—N + A
NO, NO,

VIOLET

Figure 11 : Réaction d'une structure polyphenolique avec le radicale DPPH




Mode opératoire

A 50 pl de I’extrait sont rajoutés 2 ml de DPPH. Apres incubation de 30 min a lI'abri de
la lumiére, I'absorbance est mesurée a 517 nm (Brand-williams et al ., 1994). Un contrdle sans
extrait a été préparé dans les mémes conditions. Le pouvoir anti radicalaire de I’extrait est

exprimé en pourcentage d'inhibition du radical DPPH par rapport a un contréle :

P1%=(ADbS controte - ADS extrait/ ADS contrate) X100

P1% : Pourcentage d'inhibition
ADS controte - Absorbance de contréle

ADS extrait - Absorbance d'extrait

Les résultats sont exprimés en IC50 pug/ml (concentration en antioxydant nécessaire pour

réduire de 50 % la concentration initiale en DPPH®).

V. Analyse statistique

Les résultats sont analysés par STATISTICA, basé sur I’analyse de la variance
(ANOVA-MANOVA, Tukey, différence significative a=0,05). D’autres parts, les résultats
expérimentaux du plan d’expérience de Box-Benhken Design sont analysés par le logiciel IMP

7. Le calcul des concentrations, des moyennes, écart-types et corrélation a été réalisé par Excel.
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I. Détermination des parametres physico-chimique du cardon

I.1. Teneur en eau

Les végetaux sont riches en eau, les plantes fraiches et leurs fruits renferment 60 a
90% d’eau, ce qui peut favoriser une activité enzymatique qui entrainera rapidement une
réaction irréversible sur les antioxydants aprés la collecte du matériel végétal, tels que
I’oxydation et par conséquent une polymérisation ou une décomposition (Paris et Moyse .,
1965).

Le taux d’humidité de Cynara cardunculus est représenté dans la figure suivante :

94,525 %
d'eau

5,475 % de
Matiére séche

Figure 12 : Humidité du cardon.

D’apres le résultat obtenu le taux d’humidité du cardon est de 94,52%, ce résultat est
proche de celui de Favier et al. (1995) qui est de 92,7%. Ceci explique la dégradation et la
décomposition rapide du cardon; en effet, I’eau est une source de dégradation des

polyphénols par le phénoméne d’oxydation (Ribéreau-Gayon ., 1968).

1.2 Teneur en cendres

La teneur en cendres est conventionnellement le résidu de [I’échantillon apres
destruction de la matiere organique par incinération (Audigie et al ., 1982).
Les résidus obtenus aprées calcination sont des poudres grises, claires et légeres, la figure 13

montre la teneur en matiere minérale et en matiere organique.
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99% matiere
organique

1% matiére I

minerale

Figure 13 : Teneur en cendres de Cynara cardunculus

D’apreés les résultats obtenus le taux de cendres de Cynara cardunculus est de 1%, aucune

étude n'a été rapportée sur la composition en cendres de I'échantillon étudié.

I1. Optimisation des conditions d’extraction
I1.1. Etude préliminaire

L'extraction est I'une des étapes cruciales pour la recherche et I'étude des métabolites
secondaires des plantes. En général, l'efficacité de I'extraction des composés phénoliques est
influencée par de multiples parametres. Il fallait donc, étudier les parameétres d'extraction afin
de déterminer les meilleures conditions qui permettent d'avoir les meilleurs rendements.

Une étude préliminaire a été réaliseée afin de déterminer les gammes expérimentales
appropriées a prendre en compte lors du processus d'optimisation. Dans cette étude, I'effet de
plusieurs parametres d'extraction influent ; la puissance et le temps d'irradiation, le type de
solvant, le rapport solvant-solide ont été systematiquement étudiés séparément pour obtenir le

rendement en CPT maximal. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VII.

e Type de solvant

L’extraction des composées phénoliques a partir de matrices végétales peut étre
effectuée en utilisant des solvants organiques (vermerris et al ., 2006). L’efficacité
de I’extraction est directement liée a la compatibilité entre les composées phénoliques et le
solvant utilisé, ainsi lorsque la polarité des composés est adaptée avec celle du solvant, ils
seront facilement extraits. En général, le choix du solvant tient compte non seulement de son
affinité avec le composé cible, mais aussi de sa capacité a absorber I'énergie des micro-ondes.

Les substances phénoliques des plantes sont généralement extraites en utilisant des solvants




[PARTIE EXPERIMENTALE] Résultats et discussion

organiques aqueux tels que le méthanol, I'éthanol, I'acétone et I'acétate d'éthyle (Proestos et al
., 2008). Les solvants étudiés (eau, éthanol, acétone, méthanol) sont les solvants les plus
utilisés dans l'extraction phénolique a partir de matériaux botaniques (Dahmoune et al ., 2013).

Les resultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols varient en fonction
du solvant utilisé, et que I’éthanol est le meilleur solvant pour I’extraction des composés
phénoliques. Cela peut s’expliquer par la polarité intermédiaire des composés phénoliques
extraits, sachant que la polarité de I’eau, méthanol, éthanol et acétone est respectivement de :
1, 0,762 , 0,654 et 0,355, cela montre que I’éthanol a une polarité intermédiaire par rapport
aux autres solvants cités, ce qui le rend plus efficace dans la dégradation des parois cellulaires
dont le caractére est apolaire, ce qui permet par la suite une meilleure extraction des composés
phénoliques (Uma et al ., 2010). Etant donné que la méthode d’extraction utilisée est celle
assistée par micro-ondes, Hernandez et Ochoa (2005) ont démontré que I’éthanol est un bon
absorbant de I’énergie des MO, pour une telle méthode d’extraction, un solvant possedant un
facteur de dissipation (tand) ¢élevé est indispensable (Bougrin et al ., 2005), I’éthanol posséde

un facteur de dissipation beaucoup plus élevé que les autres solvants, il est de 0,941.

e Puissance du MAE

La puissance des micro-ondes a considérablement influencé le rendement de CPT dans
les conditions testées (tableau VII). Le rendement maximal en CPT obtenu a différentes
puissances (500 700 et 900 W) de micro-ondes n'était pas significativement différent.

Des études antérieures ont rapporté que I'effet principal des micro-ondes est di
principalement a l'effet du chauffage (Kappe et al ., 2013). Les résultats obtenus sont
probablement attribués a une amélioration de la récupération des phénols sous l'action de la
chaleur, avec une augmentation conséquente des phénomeénes de transfert de masse.

La gamme 500-900W a été sélectionnée pour I'étude RSM, tandis que la puissance de 700 W

a été utilisée pour les prochains essais a un seul facteur.

« Effet du ratio (solvant/solide)

Le ratio (liquide/solide) influence d’une maniere significative sur I’extraction des
composés phénoliques (Leandro et al ., 2012 ; Silva et al ., 2007). Conventionnellement, un
meilleur volume de solvant augmente la récupération des composés phénoliques, cela est

relié au potentiel d’échange entre le solide et le liquide.

Dans la présente étude, le rapport a été augmenté en gardant constant le poids solide

(15 g), le volume du solvant doit étre suffisant pour s'assurer que I'ensemble de I'échantillon
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est immergé, en particulier lorsqu'il s'agit d'un échantillon qui gonflera pendant le processus
d'extraction (Sparr Eskilsson et al ., 2000).
La gamme 40-60 ml a été sélectionnée pour I’étude RSM, tandis que le ratio de 40 ml/15 g a

été choisi pour les prochains facteurs.

e Temps d’irradiation

Le temps d’extraction est un autre parametre principal dans la procédure d’extraction
des composés phénoliques, il peut varier de quelques minutes a 24 heures (Lapornik et al .,
2005 ; Lee et al ., 2005). Le temps d'irradiation a considérablement influencé le rendement de
CPT (P <0,05) avec 6 et 7 min comme meilleures valeurs. Tandis que la gamme 4-6 min a été
sélectionnée pour les essais de RSM.

La durée de mise en contact de I’échantillon avec le solvant apparait comme un
parameétre qui influence I’extraction des composés phénoliques (Perez ., 2008). Selon Spigno
et al ., (2006), le taux d’extraction peut &tre amélioré en augmentant le temps de contact entre

le solvant et le matériel végetal.
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11.2. Plan d’expérience
Les données expérimentales obtenues a partir des 15 essaies illustrées dans le tableau

VIII, ont été analysées aléatoirement a I’aide d’un plan d’expérience BBD. Les réponses
mesurées sont comparées a celle prédites, afin de mesurer la validité du model choisi. Les
résultats ont montré que la teneur en CPT varie entre 41,06 et 52,91 mg EAG/100 g de
matiere fraiche (tableau VI1II), ceux-ci ne font que confirmer que les facteurs (ratio, puissance
et temps d’irradiation) ont une influence sur I’extraction de ces composeés. L’influence de ces

facteurs a été confirmée par I'étude menée par Ballard et al ., (2010).

Tableau V111 : Valeurs expérimentales et prédites du plan BBD.

Essais (X1) (X2) (X3) La teneur en composés phénoliques
Puissance Temps Ratio
(W) (min) (ml) Les valeurs mesurées  Les valeurs prédites
1 700 5 50 41,58 42,08
2 700 4 40 43,13 43,68
3 900 5 40 42,13 43,94
4 700 4 60 47,8 47,60
5 700 5 50 42,91 42,08
6 900 4 50 47,16 47,05
7 500 6 50 46,08 45,19
8 900 5 60 48,4 48,48
9 700 6 40 46,66 46,46
10 500 4 50 48,08 47,92
11 900 6 50 52,91 53,44
12 700 6 60 47,6 48,48
13 500 5 60 42,3 43,22
14 500 5 40 41,06 41,81
15 700 5 50 41,89 42,08

11.2.1. Analyse des variances
e Le coefficient de détermination (R?)

Dans la présente étude, le coefficient de détermination (R?) du model est égale a 0,99
(figure 14), ce qui signifie qu’uniquement 1% des variations ne sont pas expliquées par le
model. De plus, la valeur du coefficient de détermination ajustée est de I’ordre de R? ajusté =
0, 97, ce qui est assez élevé pour confirmer la haute significativité du model, sachant que le
R? représente la valeur du coefficient de détermination (R?) aprés élimination des termes
(coefficient) inutiles du model. Un modele contenant beaucoup de termes inutiles (non
significatifs) auront une valeur de R? ajusté trés inférieur a celle du R? (El-Adawi et al .,
2011).
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Figure 14 : Plan de prédiction réelle

e Model global et manque d’ajustement

L’analyse de la variance de la régression du model (Tableau IX), montre que le

model est tres significatif (P<0,005), et que le défaut d’ajustement n’est pas significatif

(P>0,05) par rapport a I’erreur pure, ce qui confirme la validation du modéle (Chin et al .,

2010). Dans un modele, si la P-value du defaut d’ajustement est significative, ce model sera

rejeté (Granato et al ., 2011).

Tableau IX : Analyse de la variance du plan Box-Behnken étudié.

Parameétre Degré de  Somme des Moyenne  RapportF  P-value
liberte carres des carrés

modele 9 163,98758 18,2208 55,3193 0.0002

Défaut d’ajustement 3 0,6715917 0,223864 0,4591 0,7396

Erreur pure 2 0,9752889 0.487644 / /

o Effet des facteurs (coefficients)

Les P-value sont utilisées comme un outil pour Vérifier la signification de chaque

coefficient et indique également I’intensité de I’interaction entre les parametres. Plus la valeur

de P-value est petite, plus grande est la signification du coefficient correspondant (Chan et al

., 2009 ; Liu et al ., 2010), Les résultats du calcul des coefficients de régression estimés du

model polynomial sont représentés dans le tableau X.
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Tableau X : Les coefficients de régression estimés du model polynomial du second degré.

Terme Estimation Erreur Rapport t P-value
standard

Constante 42,13 0,331349 127,15 <,0001*
Linéarité

X1 1,6341667 0,202909 8,05 0,0005*
X2 0,88625 0,202909 4,37 0,0072*
X3 1,6379167 0,202909 8,07 0.0005*
Interaction

X1*X2 1,9391667 0,286956 6,76 0,0011*
X1*X3 1,2591667 0,286956 4,39 0,0071*
X2*X3 -0,933333 0,286956 -3,25 0,0226*

Quadratique

X1*X1 1,8025 0,298674 6,04 0,0018*
X2*X2 4,6283333 0,298674 15,50 <,0001*
X3*X3 -0,458333 0,298674 -1,53 0,1855

11.2.2. Analyse du modeéle mathématique

Dans I’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas
subordonné au choix préalable d’un modele mathématique. Les modeles les plus classiques
sont les modeles polynomiaux (le plus souvent de degré inferieur ou égale a deux) (Tinsson .,
2010). D’apres les résultats de I’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction
qui regit I’extraction des CPT a partir du cardon sont alors bien connues. Le modele

mathématique du BBD de la présente étude peut étre représenté par la relation suivante :

Y=+42,13 +1,6341667X1+ 0,88625X: + 1,6379167X3+ 1,9391667X1X2 + 1,2591667X1X3 -
0,933333X2X3+ 1,8025X12 + 4,6283333X>?

o Effet linéaire

D’apres les résultats de la présente étude, il existe deux facteurs qui possédent une

influence significative positive sur I’extraction des CPT du cardon qui sont : le ratio (Xas) et la
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puissance des microondes (X1) avec un P=0,0005 suivit par le temps d’irradiation qui a un
P=0,0072.

e Effet quadratique

L’effet quadratique le plus prononcé est représenté par le facteur du temps d’irradiation
(X2X2) avec p<0,0001, il est suivi par I’effet quadratique de la puissance (X1X1) avec
P=0,0018, contrairement a I’effet quadratique du ratio (X3Xs) qui est non significatif avec
P=0,1855.

11.2.3. Analyse des surfaces de réponse

e Temps -puissance d’irradiation

Le couple puissance -temps d’irradiation (X1X2) influence d’une maniere significative
et joue un réle important dans I’extraction des polyphénols avec P=0,0011.

Les résultats obtenus de I’étude d’interaction entre la puissance d’extraction, le temps

d’irradiation et le taux d’extraction des CPT sont représentés dans la figure 15.

Figure 15 : Surface de réponse pour I’interaction puissance-temps d’irradiation.

Les résultats montrent que la teneur en CPT diminue lorsque le temps varie de 4 a 4,5
min, cela peut s’expliquer par la prolongation du temps susceptible d’augmenter le risque de
décomposition et d'oxydation des composés phénoliques en raison de leur longue exposition a
des facteurs environnementaux défavorables ; tels que la température, la lumiere et I'oxygéne
(Naczk et al ., 2004). La teneur en CPT augmente ensuite a partir de 4,5 min a 6 min, ce
résultat pourrait s’expliquer par I’utilisation de matiére fraiche au lieu de matiere séeche ou a la

formation de nouveaux composés ayant une forte activité antioxydante. Par contre, la teneur
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en polyphénols augmente de 48,62 a 54,07 mg EAG/100 g mr si on augmente le temps et la

puissance simultanément et si on fixe le ratio a 56 ml.

» Ratio —puissance d’extraction

Les résultats obtenus de I’étude d’interaction entre la puissance d’extraction, le ratio et
le taux d’extraction des CPT sont représentés dans la figure 16.

Figure 16 : Surface de réponse pour I’interaction puissance d’irradiation-ratio.

Les résultats obtenus montrent que le couple puissance d’irradiation et ratio (X1X3)
présente un effet significatif avec P=0,0071. Si on augmente la puissance et le ratio et on fixe
le temps a 6 min simultanément, la teneur en CPT augmente de 45,97 a 54,07 mg EAG/100 g
mr donc la puissance et le ratio augmentent proportionnellement avec le taux d’extraction des
CPT.

Cette augmentation peut s’expliquer par la puissance des micro-ondes élevée, cette
derniére améliore la solubilité des composés phénoliques et diminue la viscosité des extraits,
accelérant ainsi la libération et la dissolution de ces composes (Kappe et al ., 2013). Cette
augmentation peut s’expliquer, aussi, par I’interaction moléculaire avec le champs
électromagnétique qui offre un transfert rapide de I'énergie de la matrice au solvant, ce qui
permet la dissolution des composants a extraire (Duan et al ., 2001 ; Guo et al ., 2003 ; Hu .,
2003).

e Ratio-temps d’irradiation

Les resultats obtenus de I’étude d’interaction entre le temps d’irradiation, le ratio (X2X3)

et le taux d’extraction des CPT sont représentés dans la figure 17.
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Figure 17 : Surface de réponse pour I’interaction temps d’irradiation-ratio.

Les résultats obtenus montrent que le couple temps d’irradiation et ratio (X2X3)
présente un effet significatif avec P=0,0226. Si on fixe la puissance a 900 W et qu’on varie
simultanément les deux paramétres on aura une augmentation d’extraction de polyphénols
allant de 43,08 a 54,07 mg EAG/100 g mr. En effet, un ratio faible donne un faible rapport de
distribution (D) d’ou a I’équilibre, la quantité solvatée (polyphénols et interférents) est
largement inférieur a celle restante dans la phase solide (cardon), par conséquent, le
rendement d’extraction sera faible. Par contre, un ratio fort donne un coefficient plus
important bien que le rendement d’extraction puisse étre toujours faible car plus de liquide
peut fournir plus d’oxygéne dissout en provoquant I’oxydation des polyphénols, surtout pour
un temps d’extraction trés long et un solvant aqueux tres riches en oxygéne dissout, ce qui

explique la signifiance des deux interactions (Shi et al ., 2003).

11.2.4. Parameétres optimaux

Cette étude montre qu’un modele polynomiale d’ordre deux peut modéliser
correctement le phénomene étudié .11 apparait que les conditions expérimentales optimales qui
conduisent & une maximisation de I’extraction des polyphénols sont obtenues au sein du

domaine expérimental.

Les conditions d’extraction optimale identifiées par I’utilisation du logiciel JMP sont

représentees dans le tableau XI.

Tableau XI : Conditions optimales d’extraction des CPT par MAE (mg EAG/100 g wmF).

Puissance Temps Ratio Valeur prédite
d’irradiation d’extraction (solide/solvant)

(W) (min) (9/ml)

900 6 56,33 54,07982+1,43
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I11. Dosage des antioxydants

e Les polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux du cardon cru, cuit et de I’eau de cuisson

sont représentés dans le tableau XII.

Tableau XI1 : La teneur en polyphénols des extraits.

Extraits mg (E.A.G)/100 g mr
Cardon cru 54.76% + 1.62
Cardon cuit 38.64° +0.75

Eau de cuisson 14.57°+1.63

D’apres les résultats obtenus, la teneur en CPT du cardon cru est de 54,76 mg EAG/100
g mF, cette valeur est en adéquation avec la valeur prédite par le plan d’expérience qui est de
54,07 mg EAG/100 g mr. Le taux obtenu est plus élevé que celui trouvé par Baghdad .,
(2010). Ce dernier en étudiant la teneur en CPT du cardon a rapporté une valeur de 45 mg
EAG/100 g.

La différence observée entre la présente étude et celle rapportée peut étre attribuée a
divers facteurs tel que le degré de maturité, les conditions climatiques et geographique.
(\Vebric et al ., 2008), le stress provoqué par les rayonnement UV, les infections par les
microbes et parasites pathogenes, les blessures, la pollution de I’air ainsi que I’exposition a
des températures extrémes (Nackz et al ., 2006).

La teneur en CPT du cardon cuit et de son eau de cuisson est de 38,64 et 14.57 mg
EAG/100 g wmr respectivement, soit une baisse d'environ 30% par rapport au taux de CPT du
cardon cru. Cette diminution s’explique par I’apparition d’une activité antioxydante dans
I’eau de cuisson du cardon qui est proportionnelle a la perte observée.

Amin et al . (2006) ont constaté une diminution de la teneur en polyphénols de quatre
variétés d’épinards apres un blanchiment de 5 a 15 min. Cette diminution a été observéee par
Roy et al . (2007) apreés leur cuisson a 100°C pendant 10 et 30 min.

En général la cuisson ou I’exposition a de fortes températures provoque une diminution
de la teneur en composés phénoliques totaux de la plupart des fruits et Iégumes (Zhang et al .,
2004).
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Quant au taux de CPT de I’eau de cuisson, elle est probablement due a la présence de
composés phénoliques et flavonoides solubilisés dans cette eau (Roy et al ., 2007), lors de la

cuisson de I'échantillon.

e Les flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides du cardon cru et cuit sont présentés dans le
tableau XIII.

Tableau XI11 : Teneur en flavonoides du cardon cru et cuit.

Extraits mg (E.Q)/100 g mr
Cardon cru 7.59+0.21
Cardon cuit 4.00 £ 0.07
Eau de cuisson /

D’apres les résultats obtenus, la teneur en flavonoides du cardon cru et cuit est de 7,59
et 4 mg EQ/100 g wmr, respectivement. Soit une perte de pratiquement 47.29% apres sa

cuisson.

Selon Rodrigues et al ., (2009), le traitement intense aux micro-ondes provoque des
pertes en flavonoides (quercétine) de 18% car ce mode de cuisson, selon ces auteurs,
provoque la dégradation des dérivés de la quercétine. Aussi la cuisson des oignons dans I’eau
bouillante a donné des effets plus remarquables, diminution de 53% suite au lessivage dans
I’eau de cuisson et a la dégradation des flavonoides. Selon plusieurs auteurs, I’activité
antioxydante peut étre affectée par de nombreux facteurs. La structure des composés
phénoliques, en particuliers le degré et la position des groupements hydroxyles sur le noyau
aromatique de la molécule (Balasundram et al ., 2006 ; Scherer et al ., 2009), la glycosylation
et la présence d’autres groupements donneurs de protons. En effet, les flavonols aglycones
comme la quercétine, la myricétine et le kaempferol qui contiennent plusieurs groupements
hydroxyles ont une activité antioxydante supérieure a celle de leurs dérivés glycosylés comme

la rutine, la myricétine et I’astragaline (Scherer et al ., 2009).




[PARTIE EXPERIMENTALE] Résultats et discussion

IVV. Détermination de I’activité antioxydante
e Pouvoir réducteur

Les résultats obtenus (figure 18), indiquent que I’absorbance augmente au fur et a
mesure que la concentration des extrait s’éleve, plusieurs études, ont confirmé que le pouvoir
réducteur est proportionnel a la concentration des antioxydants (Elmastasa et al ., 2006). Ces
résultats peuvent étre expliqués par la présence de composés donneurs d’électrons qui

entrainent la réduction de Fe3+ en Fe2+.

Il s’est avéré aussi que le cardon cru enregistre le pouvoir réducteur le plus élevé, suivi
par le cardon cuit et enfin par I’eau de cuisson, cela est d0 vraisemblablement a leurs teneurs
respectives en polyphénols totaux, ceci a été confirmé apres le calcul du coefficient de
corrélation entre les composés phénolique et le pouvoir réducteur qui est égale a r =0,84. En
effet, de nombreux travaux attribuent le pouvoir réducteur aux composés phénoliques
constituants des végétaux (Huang et al ., 2005 ; Ribeiro et al ., 2008 ; Fabri et al ., 2009 ; Li et
al ., 2009).
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Figure 18 : Pouvoir réducteur en fonction des concentrations de I'extrait du cardon cru, cuit et
de I’eau de cuisson.

» Pouvoir anti radicalaire (DPPH"®)
D’apreés les résultats obtenus (figure 19), la capacité d’inhibition du radical DPPH par

les extraits issu du cardon cru, cuit et I’eau de cuisson a des concentrations respectives de
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152,5; 91,75 et 14,75 pg EAG/ml est de 50,73% pour le cardon cru ; 34,40% pour le cardon

cuit et 23,52% pour I’eau de cuisson.

Le cardon cru a présenté une capacité d’inhibition de 50% c’est-a-dire il présente une

bonne activité inhibitrice. Le résultat obtenu est similaire a celui rapporté par Kukic et al .,

(2007) avec un 1C50 de 157 pg/ml.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations du cardon cru,

cuit et de I’eau de cuisson.

Les IC50 n’ont pas été déterminées car ni le cardon cuit ni I’eau de cuisson n’ont pu

atteindre un seuil d’inhibition de 50% de radicaux étant donné qu’a la plus forte concentration

(solution pur), le taux d’inhibition n’a pas dépassé 34% pour le cardon cuit et 23% pour I’eau

de cuisson.

Il existe une corrélation positive et linéaire (r = 0,97) entre les teneurs en composés

phénoliques des extraits (cru, cuit et eau de cuisson) et leur pouvoir anti radicalaire (Annexe).

Ces résultats montrent la contribution des composés phénoliques dans I’activité anti

radicalaire du cardon. En effet, La réduction du radical DPPH par les extraits de plantes a été

attribuée, par plusieurs auteurs, a la présence de composés phénoliques qui cedent facilement

des protons pour le réduire (Tepe et al ., 2007 ; Kubola et al ., 2008 ; Sarikurkcu et al ., 2008 ;
Dioufetal ., 2009 ; Lietal ., 2009).
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PARTIE EXPERIMENTALE Résultats et discussion

Tableau VII : Résultats de I'étude préliminaire de I'extraction assistée par micro-ondes. La teneur en CPT est exprimée en matiére fraiche (MF)
par 100 g de cardon ; Equivalent Acide Gallique (EAG).

solvants Puissance d’irradiation Temps d’irradiation Ratio (solvant/solide)
Type Teneur en CPT (W) Teneur en CPT  (min) Teneuren CPT  (ml) Teneur en CPT
(mg EAG/100 g (mg EAG/100 g (mg EAG/100 g (mg EAG/100 g
MF) MF) MF) MF)
Ethanol 50% 31,733+0,462 100 7,86+0,46° 2 28,76+0,70¢ 20 21,81+1,88¢
Méthanol 50% 18,95+1,08° 300 20,76+0,98¢ 3 36,53+0,28¢ 30 24,860,800
Acétone 50%  26,46+0,30° 500 31,730,462 4 42 5+0,77° 40 28,97+0,882
Eau distille 10,66+0,09¢ 700 28,04+0,23° 5 44,53+1,20% 50 28,69+0,852¢
900 28,62+0,84% 6 46,840,842 60 31,73+0,75%
7 45,86+0,07% 70 21,18+1,40¢

Les différentes lettres suivant les valeurs de chaque extraction indiquent une différence significative selon Tukey's (p < 0,05).



Conclusion



Conclusion

La présente étude a été consacrée a I’optimisation de I’extraction des composés
phénoliques de Cynara cardunculus (le cardon) et a I'étude de I'effet de la cuisson sur la

composition phéenolique et I'activité antioxydante de ce dernier.

Une technique efficace d'extraction a été développée pour extraire les CPT qui est
I'extraction assistée par micro-ondes. Les paramétres de fonctionnement ont été optimisés en
utilisant la méthodologie de surface de réponse (RSM).

La RSM a été utilisee avec succes pour étudier l'influence de la puissance d'irradiation,
le temps d'extraction et le ratio solide/liquide sur les CPT des extraits du cardon.

Les conditions d'extraction optimales sont : puissance d'irradiation 900W ; temps d'extraction
6 min ; ratio solide / liquide 56 ml.

Une cuisson de I’échantillon a été effectuée afin d’évaluer la teneur en composés
phénoliques de I’échantillon cuit et celle de I’eau de cuisson, les résultats sont comparés a celle

de I’échantillon frais.

D'apres les résultats obtenus, la teneur en composés phénoliques du cardon cru est de
54,76 mg EAG/100 g mr. Cette valeur est proche de la valeur prédite par le plan d’expérience
qui est de 54,07 mg EAG/100 g mr, ce qui certifie la validité du model utilisé. La teneur en CPT
du cardon cuit et de son eau de cuisson est de 38,64 et 14.57 mg EAG/100 g mr, respectivement.
La teneur en flavonoides du cardon cru est de 7,59 mg EQ/100 g mr et celle du cardon cuit est
de 4 mg EQ/100 g mr.

La mesure du pouvoir antioxydant est réalisée par deux méthodes ; le pouvoir réducteur
qui mesure la capacité des extraits a réduire les ions métalliques et le pouvoir anti radicalaire
utilisant le radical stable DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

D'aprés les résultats obtenus, le cardon cru présente le pouvoir réducteur le plus éleve suivi par
le cardon cuit et enfin par I’eau de cuisson.
Le pouvoir anti radicalaire a révélé le pourcentage d'inhibition de I'ordre de 50,73% pour le

cardon cru ; 34,40% pour le cardon cuit et 23,52% pour I’eau de cuisson.

L'étude statistique a démontré I'existence de bonnes corrélations linéaires entre la teneur
en composés phénoliques totaux du cardon et son pouvoir réducteur (r =0,84) ainsi que son
activité anti radicalaire (r =0,97), ce qui montre la contribution des composés phénoliques dans

le pouvoir antioxydant du cardon.




Conclusion

Les résultats de la présente étude montrent que I'extraction assistée par micro-onde est
une methode rapide et fiable pour lI'analyse quantitative des composés phénoliques et que la
cuisson est un facteur influant sur la composition phénolique et l'activité antioxydante du

Cynara cardunculus.

En termes de perspectives et dans le but de compléter ce travail dans I’avenir, il serait
intéressant :

v D’optimiser d’autres parametres influencant I’extraction des composés phénoliques tels
que le pH, la température...etc.

v' De déterminer d’autres types d’activités (que I’activité antioxydante) telles que les
activités anti-inflammatoire, antibactérienne... etc.

v’ Utiliser des techniques d’analyses avancées (HPLC-MS, RMN...etc.) pour identifier les
antioxydants des extraits optimaux.
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Annexe | : Les différentes classes de polyphénols
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Figure 01 : Les différentes classes de polyphénols (Kim et al ., 2016)

Annexes



Annexe Il : Préparation de quelques réactifs

> Préparation de la solution du Carbonate de sodium a 7.5% : 7.5 g de carbonate de
Na dans 100 ml d’eau distillée (ED)

Dans une fiole de 100 ml, mettre un barreau magnétique plus une petite quantité du volume
d'ED (des 100 ml) puis rajouter 7.5 g de carbonate de Na. Mélanger pour éviter que cette
derniere se cristallise, puis verser le volume restant d'ED. Bien agiter le tout au vortex et
compléter I'agitation environ 1h 30 a 2h sur une plaque agitatrice a froid (sans chauffage)
jusgu'a dissolution compléte du carbonate de Na. Retirer le barreau magnétique, si le volume

total diminue, ajuster avec I'ED a 100 ml et mettre dans un flacon ambré a 4°C.

> Préparation de la solution 0.004% de DPPH
Dans une fiole de 100 ml, mettre un barreau magnétique plus 4 mg de DPPH puis ajouter
100 ml de méthanol et laisser agiter sur une plaque agitatrice a froid. Retirer le barreau et ajuster

avec le méthanol & 100 ml si le volume a été diminué. Réserver a 4°C dans un flacon ambré.

> Préparation de la solution de AICl3 2%

Dans une fiole de 100 ml, mettre un barreau magnétique plus 2 g de AIClIs puis ajouter 100
ml d'eau distillée et laisser agiter sur une plaque agitatrice a froid jusqu'a dissolution du produit
(4 h ou plus). Retirer le barreau magnétique et si le volume total diminue ajuster a 100 ml avec

I'ED. Conserver a 4°C dans un flacon ambré.
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Annexe 111 :

Courbes d’étalonnages utilisées
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Figure 01 : Courbe d'étalonnage des composés phénoliques.
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Figure 02 : Courbe d'étalonnage des flavonoides.
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Annexe IV : Choix des paramétres durant I'étude préliminaire
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Annexe V : Courbes représentantes les absorbances du pouvoir réducteur en fonction des

absorbances a 700 nm
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Annexe VI : Courbes représentantes le Pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction des

concentrations pug EAG/mi
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Annexe VII : Résultats de dosage des antioxydants
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Figure 01 : Teneur en CPT du cardon cru, cuit et eau de cuisson
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Figure 02 : Teneur en flavonoides du cardon cru et cuit
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Annexe VIII : La corrélation des antioxydants
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Figure 01 : La corrélation entre le pouvoir d'inhibition DPPH® et les CPT du cardon.
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Figure 02 : La corrélation entre le pouvoir réducteur et les CPT du cardon.



Résumé

Dans cette étude, une cuisson du cardon a été réalisée afin de déterminer I’impact de la
chaleur sur la teneur en polyphénols totaux et comparer celle-ci a la teneur en CPT du cardon
cru. Une extraction assistée par micro-ondes (EAM) a été utilisée pour extraire les composés
phenoliques du cardon. L’effet des trois facteurs indépendants, puissance du micro-onde,
temps d’irradiation et le ratio (solide/liquide) sur la teneur des polyphénols totaux a été
évaluée en utilisant la méthodologie de surface de réponse (RSM). Les conditions optimales
d’EAM permettant d’avoir un meilleur rendement en CPT sont 900W pour la puissance du
micro-ondes, 6 min pour le temps d’irradiation et 56 ml de solvant pour le ratio alors que le
poids du cardon a été fixé a 15 g durant toutes les manipulations. Une quantification des
polyphénols totaux et des flavonoides et une évaluation de I’activité antioxydante (pouvoir
antiradicalaire et réducteur) des échantillons étudiés ont été effectués. Une bonne corrélation
positive a été enregistrée entre les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiées et
leur activité antioxydante. Une baisse de 30% de la teneur en CPT a été observée apres la
cuisson du cardon. Les valeurs expérimentales sont proches des valeurs prédites ce qui
confirme la validité du modéle mathématique.

Mots clés: Cuisson, Optimisation, Extraction assistée par micro-ondes, Composés
phénoliques totaux, Le cardon, Méthodologie de surface de réponse.

Abstract

In this study, cooking of cardoon was accomplished in order to determine the effect of
heating on the total polyphenols content and compare it to raw cardoon TPC content. A
microwave assisted extraction (MAE) was used to extract the cardoon phenolic compounds.
The effect of the three independent factors: the microwave power, irradiation time and the
solid/liquid ratio on the total polyphenols content was evaluated using the surface response
methodology (RSM).MAE optimal conditions, allowing the best TPC yield are 900W for the
microwave power, 6 minutes for irradiation time and 56ml ratio of solvent for 15 grams of
cardoon for all samples. A quantification of total polyphenol and flavonoids was performed
along with an evaluation of the antioxydizing (anti radical power and reductor) activity of the
studied samples. A good positive correlation was recorded between the studied extractions
content of phenolic compounds and their antioxydizing activity. A 30% decrease of TPC
content is observed after the cooking of cardoon. The experimental values are close to the
predicted value which confirms the accuracy of the mathematic pattern.

Key words: Cooking, Optimization, Microwave assisted extraction, Total phenolic
compounds, Surface response methodology.
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