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Abstract
Natural compounds are often endowed with biological properties of health, food and

pharmalogical interest. Chitosan from crustacean shells and polyphenols from artichoke heart,
Cynara cardunculus var. scolymus (C. scolymus), are examples of natural compounds that are
preferable to chemical substances as food preservatives. The current study investigates the
antioxidant and antibacterial properties of chitosan extracted from shrimp shell waste, both alone
and combined with polyphenols of C. scolymus. Shrimp shells were washed, dried, ground, and
the issued flour was demineralized and deproteinised to prepare chitin. Chitosan was obtained by
deacetylation of chitin and then analyzed on the basis of its moisture, ash, protein, molecular
weight and degree of deacetylation. The polyphenols of C. scolymuswere extracted using water
and methanol as solvents. Total phenolic and flavonoid contents of C. scolymuswere determined
using spectrophotometry. DPPH and 13-carotene bleaching tests were used to assess the antioxidant
activity of chitosan and C. scolymus extracts. The antibacterial activity of chitosan and C.
scolymusextracts against five pathogenic strains and two beneficial strains was determined. Results
have shown that chitosan extraction yield was about 5.80 + 1.09%, and it contains 4.43 + 0.57,
1.32 £0.62 and 0.18 = 0.04% of moisture, ash and protein, respectively. Its molecular weight and
its degree of deacetylation were about 859.48 + 21.62 KDa and 75%, respectively. The
combination of chitosan and C. scolymusextracts was more effective on DPPH radical scavenging
capacity and f3-carotene degradation prevention (P<0.05) than those of chitosan or C.
scolymusextracts used separately. Furthermore, this combination significantly inhibits the growth
of the five pathogenic bacteria. This suggests that chitosan, in association with C.
scolymuspolyphenols might be used to prevent food spoilage. Concerning the study on the anti-
inflammatory activity of artichoke extract, chitosan, and their combination "in vivo™ and "in vitro"
revealed that the artichoke extract/chitosan combination has an effect similar to diclofenac, which
may be explained by the union of two natural products with remarkable anti-inflammatory
properties that could substitute industrial anti-inflammatories. Regarding the study conducted on
carob “C. siliqua”, it recorded levels of 24.12 mg GAE/g and 38.23 mg GAE/g for methanolic
extract and aqueous extract, respectively (P<0.05). Additionally, the DPPH radical inhibition
capacity was established in the following order: Chitosan alone (IC50 = 1.728 mg/mL) > chitosan
+ Methanolic extract (IC50 = 3.008 mg/mL) > chitosan + Aqueous extract (IC50 = 3.895 mg/mL)
> Methanolic extract (IC50 = 5.248 mg/mL) > Aqueous extract (IC50 = 6.625 mg/mL). Finally,
the antibacterial effect of chitosan, carob extract, and their combination, it was observed that
inhibition of different pathogenic bacteria by carob extract (methanolic and aqueous), chitosan,
and their combination (extract/chitosan) was observed at different levels (P<0.05). Chitosan
proved to be more active in inhibiting "Staphylococcus aureus" strains, followed by the
chitosan/methanolic carob extract combination on the same strain (S. aureus), chitosan alone on
"Listeria monocytogenes” and "Salmonella Typhimurium,” and the aqueous carob extract on
"Escherichia coli" with inhibition diameters of 32.5mm, 18.5mm, 32.5mm, 29.5mm, and 14.5mm,
respectively (P<0.05).

Key words:  Shrimp shell, chitosan, artichoke heart, carob, polyphenols, antioxidant,
antimicrobial, anti-inflammatory.
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Résumé

Les composés naturels sont souvent dotés de propriétés biologiques d'intérét sanitaire, alimentaire
et pharmalogique. Le chitosane extrait des coquilles de crustacés et les polyphénols du ceeur
d'artichaut, Cynara cardunculus var. scolymus (C. scolymus), sont des exemples de composés
naturels qui sont préférables par rapport aux substances chimiques comme les conservateurs
alimentaires. La présente étude met en exergue les propriétés antioxydantes et antibactériennes du
chitosane extrait des déchets de coquilles de crevettes, a la fois seul et combiné avec des
polyphénols de C. scolymus. Les coquilles de crevettes ont été lavées, séchées, broyées et la farine
obtenue a été déminéralisée et déprotéinisée pour préparer de la chitine. Le chitosane a été obtenu
par désacétylation de la chitine puis analysé afin de déterminer son humidité, ses cendres, ses
protéines, son poids moléculaire et son degré de désacétylation. Les polyphénols de C.
scolymusont été extraits en utilisant de I'eau et du méthanol comme solvants. Les teneurs totales
en composés phénoliques et flavonoides de C. scolymusont été déterminées par
spectrophotomeétrie. Des tests de blanchiment a la DPPH et au B-caroténe ont été utilisés pour
évaluer [l'activité antioxydante des extraits de chitosane et de C. scolymus. L'activité
antibactérienne des extraits de chitosane et de C. scolymussur cing souches de bactéries pathogénes
et deux souches bénéfiques a été déterminee. Les résultats ont montré que le rendement
d'extraction du chitosane était d'environ 5,80 + 1,09% et qu'il contient respectivement 4,43 £ 0,57,
1,32 £ 0,62 et 0,18 £ 0,04% d'humidité, de cendres et de protéines. Son poids moléculaire et son
degré de desacétylation étaient respectivement d'environ 859,48 *+ 21,62 KDa et 75%. La
combinaison de chitosane avec les extraits de C. scolymusetaient plus efficaces sur la capacité de
piégeage des radicaux DPPH et la prévention de la degradation du 3-caroténe (P<0,05) que ceux
des extraits de chitosane ou de C. scolymusutilisés séparément. De plus, cette combinaison inhibe
de maniére significative la croissance des cinq bactéries pathogénes. Cela suggere que le chitosane,
en association avec les polyphénols de C. scolymus, pourrait étre utilisé pour prévenir la
détérioration des aliments. Concernant I'étude sur [lactivité anti-inflammatoire de [l'extrait
d'artichaut, le chitosane, et leur association "in vivo" et "in vitro™ a révélé que I’association de
I’extrait d’artichaut/chitosane a un effet identique a celui du declofénac, cela peut étre expliquer
par 1'union de deux produits naturels ayant un pouvoir anti-inflammatoire remarquable et qui
pourrait substituer les anti-inflammatoires industriels.

En ce qui concerne 1’étude menée sur la caroube, il a enregistré des teneurs de 24.12 mg EAG/g et
38.23 mg EAG/g pour l'extrait méthanolique et I'extrait aqueux, respectivement (P<0,05). En
outre, la capacité d'inhibition du radical DPPH était établie dans I'ordre suivant : Chitosane seul
(1C50 = 1,728 mg/mL) > chitosane + Extrait methanolique (IC50 = 3,008 mg/mL) > chitosane +
extrait aqueux (IC50 = 3,895 mg/mL) > Extrait méthanolique (IC50 = 5,248 mg/mL) > extrait
aqueux (IC50 = 6,625 mg/mL). 1l a été constaté que la capacité d'inhibition du radical DPPH était
établie dans l'ordre suivant : Chitosane seul (IC50 = 1,728 mg/mL) > chitosane + Extrait
methanolique (IC50 = 3,008 mg/mL) > chitosane + extrait aqueux (IC50 = 3,895 mg/mL) > Extrait
méthanolique (IC50 = 5,248 mg/mL) > extrait aqueux (IC50 = 6,625 mg/mL). Enfin, I’effet
antibactérien du chitosane, de I’extrait de caroube et de leur association, a laissé obsérvé que
I’inhibition des différentes bactéries pathogenes par I’extrait de caroube (méthanolique et aqueux),
le chitosane et leur association (extrait/chitosane) a été enregistrée a différents niveaux (P<0.05).
Le chitosane s'est avéré étre plus actif dans l'inhibition de la souches « Staphylococcus aureus »,
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suivi de I’association chitosane/extrait méthanolique de caroube sur la méme souche (S. aureus),
le chitosane seul sur « Listeria monocytogéne » et sur « Salmonella Typhimurium » et 1’extrait
aqueux de caroube sur « Escherichia Coli » avec des diamétres d’inhibition de 1’ordre de 32.5mm,
18.5mm, 32.5mm, 29.5mm et 14.5mm, respectivement (P<0.05).

Mots clefs : Carapace de crevette, chitosane, cceur d’artichaut, caroube, polyphéols, antioxydant,
antimicrobien, anti-inflammatoire.
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du standard, I’acide ascorbique. Les valeurs représentent la moyenne + écart type de 3
déterminations (n = 3).

Figure 26. Les concentrations inhibitrices de 50% de ’hémolyse des globules rouges par
I’extrait phénolique aqueux de coeur d’artichaut, le chitosane et leur association comparée a
celui du diclofenac comme anti-inflammatoire standard. Les concentrations indiquées sont en

pg/mL.

Figure 27. Effet inhibiteur de la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf par ’extrait
phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du chitosane et de leur association comparé a celui du
diclofenac comme anti-inflammatoire standard.

Figure 28. Effet de I’extrait phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du chitosane et de leur
association compare a celui du dichlofenac comme anti-inflammatoire standard sur I'épaisseur
des oedemes de pattes des rats Wistar 6h apres avoir recu de la carraghénine 1%.
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Introduction

Il est connu que les produits alimentaires sont soumis a diverses altérations chimiques et
microbiennes, qui dans les conditions normales de manipulation, de transformation et de
stockage, entrainent diverses modifications de leurs caractéristiques et rendent les aliments
indésirables ou bien inappropriés a la consommation humaine (Gutiérrez-del-Rio et al, 2018).
Les processus d'oxydation d’une part et les altérations d’ordre microbiologique d’autre part
sont les principales causes de détérioration des aliments, qui se produit pendant leur
transformation, leur cuisson et leur stockage. Ainsi, ces parametres sont les causes d’apparition
de plusieurs aspects induisant I’inaccéptabibilité des aliments par le consommateur, a savoir le
gout de rance, des odeurs et des saveurs désagréables, voir méme des contaminations pouvant
induire des toxi-infections.

Dans ce contexte, les acides gras polyinsaturés sont principalement affectés par

l'oxydation, ce qui peut réduire la valeur nutritionnelle, la qualité des aliments et la durée de
conservation de leur conservation. Elle génére des radicaux libres, des peroxydes et d'autres
métabolites toxiques nocifs pour la santé des consommateurs (Grosso et al, 2020).
Par ailleurs, I’altération microbiologigque survenant pendant I'entreposage et la distribution des
aliments est un probleme majeur qui affecte la qualité et la salubrité des aliments tout en
raccourcissant la durée de conservation. De plus, le développement de microorganismes
pathogenes dans les aliments est associé a des infections et/ou des intoxications
(Moschopoulou et al, 2019).

Les agents de conservation synthétiques des aliments sont utilisés depuis des décennies
pour prévenir la détérioration des aliments malgré leurs effets négatifs sur la santé en induisant
une augmentation du nombre des bactéries multirésistantes. La sensibilisation des
consommateurs oblige les fabricants a les remplacer progressivement par des composes

antioxydants et antibactériens naturels. Par conséquent, il est important de rechercher de

Introduction
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nouveaux composés naturels utiles pour préserver les aliments de la détérioration microbienne
et de I'oxydation.

Le chitosane et les polyphénols sont deux exemples de composés naturels aux propriétés
antioxydantes et antibactériennes (Youcefi et al, 2017). Le chitosane est un ingrédient
fonctionnel qui peut étre utilisé dans les produits alimentaires pour améliorer la durée de
conservation et préserver la santé des consommateurs (Ngo et Kim, 2014).

Il s'agit d'un polymeére polysaccharidique cationique linéaire de D-glucosamine et Nacétyl-
B-D-glucosamine liés entre elles par des liaisons glycosidiques B (1-4) (Tikhonov et al, 2006).
Le chitosane est obtenu par désacétylation alcaline partielle de la chitine a partir de carapaces
de crevettes et d'insectes, ainsi que de champignons ou de mollusques, dans laquelle les groupes
acétyle sont transformes en groupes amine (Ngo et Kim, 2014).

Durant ces dernieres annees, ce polymere a suscité un intérét considérable en raison de ses
caractéristiques favorables telles que la biodégradabilité, la biocompatibilité, la sécurité et la
non — allergénicite. De plus, il posséde de nombreuses propriétés biologiques telles que des
effets antioxydants, antibactériens, anti-inflammatoires, antidiabétiques, anticancéreux, anti-
obésité et neuroprotecteurs, entre autres (Mohan et al, 2020).

Dans le méme sens, les polyphénols sont un groupe de métabolites végétaux secondaires
qui peuvent étre utilisés comme conservateurs naturels dans les aliments. En plus d'étre sains,
ils peuvent prolonger la durée de conservation des produits périssables (Martillanes et al, 2017).

La plante méditerranéenne Cynara cardunculus var. scolymus (artichaut) appartenant a la
famille des astéracées, est I'une des sources les plus riches en composés phénoliques bioactifs
comprenant les acides gallique, caféique et coumarique (Schitz et al, 2004 ; Lattanzio et al,
2009).

L'artichaut est riche en nutriments tels que les protéines, les lipides, les glucides, les

vitamines et les minéraux, et posséde de bonnes propriétés sensorielles (Lattanzio et al, 2009).
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Il a été rapporté que les extraits de C. scolymus ont de nombreux effets thérapeutiques tels que
des activités anticancéreuses, hépatoprotectrices, antibactériennes, antioxydantes, anti-virales
(VIH) et peuvent inhiber la biosynthese du cholestérol et I'oxydation des lipides (Wang et al,
2003 ; Ciancolini et al, 2013).

Il en est de méme pour la caroube, fruit de ’espéce végétale Ceratonia siliqua (L.) qui
est un arbre vivace a feuilles persistantes appartenant a la famille des Fabacées
(Légumineuses), d’origine méditerranéenne. Le caroubier peuple maintenant de nombreuses
régions du monde, y compris I'Amérique du Nord et du Sud, I'Afrique et I'Australie. Cette
plante a éte utilisée par les humains depuis la nuit des temps et qui est apprecié pour son
importance économique et culinaire (Dahmani et al, 2023).

En plus de ses utilisations culinaires, la caroube aurait plusieurs activites
pharmacologiques, notamment des effets antioxydants, anti-diarrhéiques, antibactériens, anti-
ulcéreux et anti-inflammatoires (Rtibi et al, 2016). Le méme auteur suggere d'utiliser la caroube
comme antioxydant naturel sous forme de complément alimentaire pour la prévention des
dommages causes par le stress oxydatif. En outre, les feuilles, I'écorce et les graines de cette
espece végétale ont traditionnellement été utilisées en médecine pour traiter diverses maladies,
notamment la diarrhée, le diabete et I'hypertension (Baytop, 1984 ; Ali-Shtayeh et al, 2013).

Enfin, a notre connaissance, l'effet synergique potentiel du chitosane et des polyphénols
sur lactivité antioxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire n'a pas été exploré. La
présente étude a été congue et menée dans le but de combler ce manque d’information tout en
valorisant les déchets de carapace de crevettes, et d'explorer l'effet synergique de la
combinaison de leur teneur en chitosane avec les polyphénols du cceur d'artichaut d’une part et
les polyphénols de gousses de caroube d’autre part, dans le piégeage des radicaux libres,
I'inhibition de la croissance des bactéries responsables d'intoxication alimentaire et dans

I’atténuation de I’inflammation.
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1.1. Définition et principales caractéristiques

Le chitosane (ou chitine désacétylée) est un copolymere linéaire, composé d’un arrangement
aléatoire d’unités de glucosamine (GIcN) et de N-acétyl-glucosamine (GICNAC) liées entre elles par
des liaisons glucosidiques p-(1-4) (Jayakumar et al., 2011).

Rarement présent dans la nature, le chitosane est produit essentiellement a partir de la chitine,
I’un des polysaccharides les plus abondants sur terre aprés la cellulose (le chitosane est le produit de
la réaction de désacétylation de la chitine extraite de la biomasse, a I’aide de traitements acide et
basique).

La distinction entre chitine et chitosane s’établit en fonction des propriétés de solubilité et
quelques autres paramétres qui caractérisent le polymere tels que : le degré d’acétylation, le poids
moléculaire et, de maniere plus fine, la séquence des résidus GIcN et GIcNAc, le long de la chaine du
polysaccharide (Kasaai, 2009).

Offrant plusieurs propriétés biologiques (biodégradabilité, biocompatibilité, non toxicité...),
le chitosane trouve aujourd’hui son application dans des domaines aussi variés que la pharmaceutique,

le biomédical, le secteur des cosmétiques et celui de I’agroalimentaire (Gzyra-Jagiela.et al., 2019).

I.2. Sources et marchés de production

La chitine, biopolymeére largement répandu dans la nature, constitue la principale source de
chitosane (Bornet et Teissedre, 2005). Bien que les sources de chitine soient nombreuses et aussi
variées, tels que les insectes, les champignons et certaines algues, les mollusques et les carapaces de
crustacés (crevette, langouste, calamar, crabe et Krill) restent les deux sources naturelles les plus

abondantes et les plus exploitées commercialement (Randriamahatody, 2011). (Fig.1).

Le probléme des opérations de transformation des produits de la mer et de valorisation de leurs

coproduits pour la production de chitine et autres molécules bioactives, telles que les protéines et les
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lipides, ne se pose pas seulement en termes d’accroissement de la valeur ajoutée du produit et sa
rentabilité économique, mais représente aussi un enjeu écologique. L’utilisation raisonnée de la
biomasse issue de I’industrie de production et de transformation de la matiére premiére permet une

réduction des déchets et détritus a effet polluant (Jardine and Sayed, 2017).

_ o] _ _
OH O=< OH
NH NH,
y O HO ) |- O HO <.
%o 0 %o ° "
NH on «— NH, oH
o~

CH,

- —n — —in
Chitine Chitosane

Figure 1. Quelques sources naturelles de chitine et de chitosane (Jardine and Sayed, 2017).

Pour ce qui est du marché mondial de production de chitine et de chitosane, I'Asie est devenue
en 2019, le plus grand consommateur de produits biosourcés. Laplus grande part du marché est

attribuée au Japon, la Chine, I’'Inde et a la Corée du Sud, considérés comme parmi les principaux
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producteurs et consommateurs de chitosane (Bornet et Teissedre, 2005).

Les pays leaders du marché, affichent un développement rapide dans la consommation et la
commercialisation de ce produit, grace au développement des industries de production, associées a la
présence d’une matiére premiére abondante, et a une reconnaissance précoce des avantages offerts
par le chitosane. La demande croissante de consommation dans cette méme région d’Asie, est aussi
liée au programme de soutien gouvernemental (Korea Food & Drug Administration, Japan Food
Chemical Research Foundation) qui considérent le produit comme sOr pour étre utilisé en tant

qu’additif dans plusieurs catégories de produits alimentaires (Oyatogun et al., 2020).

La consommation de chitosane dans les pays asiatiques est aujourd’hui courante, car il est
incorporeé dans plusieurs aliments, des pilules amincissantes, ou encore dans des cremes cosmeétiques
régenératrices et antirides.

En Ameérique du Nord, deuxiéme producteur mondial de chitosane, ce produit est employé
comme ingrédient dans certaines transformations alimentaires et comme film comestible protecteur
des aliments.

En Europe, la réglementation sur l'utilisation de ce biopolymeére dans le domaine alimentaire
est restrictive ; ainsi, il est autorisé uniquement comme complément alimentaire dans des formulations
diététiques. En outre, l'augmentation des dépenses dans I'industrie pharmaceutique et la popularité
croissante des produits cosmétiques naturels devraient propulser la demande au cours de la période de
prévision (Oyatogun et al., 2020).

La figure 2 donne un apercu général sur la dynamique du marché de production et de
consommation de chitosane dans le monde a travers les cing continents.

1.3. Structure chimique
Comme déja mentionné précédemment, la chitine et son dérivé le chitosane, sont des

polysaccharides naturels constitués de deux monosaccharides, la N-acétyl-D-glucosamine et la D-
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glucosamine, reliés par des liaisons glucosidiques B (1-4) (Fig.3) (Akakuru et al., 2018).

m North America
= Europe
1 Asia Pacific

B Central & South America

m Middle East & Africa

Figure 2. Les parts en % du marché mondial du chitosane par région, 2019 (Oyatogun et al., 2020).

En fonction de la fréquence et de la proportion de ces monosaccharides, la molécule est définie
comme chitine ou chitosane, sachant que la chitine contient principalement de I’acétyl-D-
glucosamine et peut étre transformée en chitosane par désacétylation partielle du monomere N-acétyl-
D-glucosamine en glucosamine (Gzyra-Jagiela et al. 2019).

La nature cationique du chitosane (un groupement amine et deux groupements hydroxyles en
positions C2, C3 et C6, respectivement) lui confere une propriété particuliére comparée a la majorité
des polysaccharides qui sont généralement soit neutres, soit chargés négativement dans un milieu
acide.

Le chitosane est soluble en dessous de son PKa (proche de 6.3) et se voit attribuer une charge
positive grace a ses fonctions amines libres, une particularité rare qui lui permettra de former des
complexes électrostatiques ou des structures multicouches avec d'autres polymeres, synthétiques ou

naturels chargés négativement (Gzyra-Jagiela et al., 2019).

Chapitre 1 : Le Chitosane



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composes phénoliques.
These de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

CHs CHs
o= OH o=( OH o=
NH NH o NH; 5 o NH
HO O HO H o o
O 4 ho o © -0 d “Ho o d
NH NH,
OH o=§ OH OH OH
CH3 | Groupement acétyle

CHITOSANE CHITINE

Figure 3. Structure chimique de la chitine et du chitosane (Brasselet et al, 2019).

1.4. Procédés d’extraction du chitosane

Les procédés d’extraction du chitosane font appel a différentes méthodes qui consistent en une
série de traitements chimiques ou biologiques (enzymatiques, fermentation) incluant plusieurs étapes
de deprotéinisation, de déminéralisation et de blanchiment pour obtenir la chitine, suivie d’une étape
supplémentaire de désacétylation pour 1’obtention du chitosane (Onsoyen et Skaugrud, 1990).

1.4.1. Procédé d’extraction chimique
Les méthodes chimiques ont été la premiére approche utilisée dans I’extraction de la chitine.
Elles reposent sur I'hydrolyse des protéines et I'élimination des matiéres inorganiques, plus une étape
de décoloration si nécessaire, réalisée le plus souvent par des agents oxydants (Younes et Rinaudo,
2015).

1.4.1.1. Déminéralisation

La déminéralisation est une étape de traitement qui consiste a éliminer les minéraux
(principalement le carbonate de calcium CaCOs) liés a la chitine (Younes et Rinaudo, 2015) par

hydrolyse acide, sous agitation et a température ambiante.
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Classiquement, le réactif préférentiel pour cette réaction est I'acide chlorhydrique dilué a
différentes concentrations bien que d'autres acides comme les acides nitrique, formique, sulfurique et
acétique peuvent étre utilisés.

Le facteur décisif de la déminéralisation est lié & I'aire de contact entre la matrice de chitine et
le solvant. Cependant, il a été signalé que des températures élevées, des incubations plus longues et
des concentrations élevées en acide, affectent les propriétés physico- chimiques finales de la chitine
résultante.

1.4.1.2. Déproteinisation

Dans cette étape, les proteines associees a la chitine sont éliminées par hydrolyse basique, a
chaud, sous agitation, pendant quelques minutes a quelques jours (les conditions de réaction varient
dans chaque étude).

Un large éventail de produits chimiques testes comme réactifs de déprotéinisation peuvent étre
utilisés, notamment, la soude (NaOH), le carbonate de soude (Na2COs), le bicarbonate de soude
(NaHCO3), I’hydroxyde de potassium (KOH), le carbonate de potassium (K.COs3), ’hydroxyde de
calcium (CaOHy), le sulfite de sodium (Na2SOs), le bisulfite de sodium (NaHSO3), le bisulfite de
calcium (CaHSO3), le phosphate trisodique (NasPO.) et le monosulfure de sodium (NazS). La soude
est le réactif préférentiel et elle est appliqué a une concentration allant de 0.125 a 5M et a des

températures variables (pouvant atteindre les 160°C) (Younes et Rinaudo, 2015).

1.4.1.3. Décoloration ou blanchiment
Bien que facultative, la décoloration permet de retirer les pigments qui peuvent subsister apres
les deux traitements précédents (déprotéinisation et déminéralisation). Les agents oxydants les plus

souvent utilisés pour I’obtention d’une chitine quasiment blanche sont 1’eau de javel et I’acétone

Chapitre 1 : Le Chitosane



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composes phénoliques.
These de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

1.4.1.4. Désacétylation de la chitine

La désacétylation de la chitine se fait par I’emploi d’acides ou d’alcalis. Cependant, la
désacétylation alcaline est la plus fréquemment utilisée en raison de la sensibilité des liaisons
glycosidiques a I'acide (Younes et Rinaudo, 2015).

Dans ce sens, la chitine est déacétylée par une hydrolyse des groupements acétyles en milieu
fortement alcalin (NaOH ou KOH a 50 %), a température dépassant 100°C pendant 5a 10 min, sous
agitation. Le mélange est ensuite refroidi et le chitosane recueilli par filtration est lavé a 1’eau distillée
jusqu’a neutralité (Fig. 4). Il est finalement séché dans un flux d’air chaud ou tout simplement laissé
a I’air libre pendant 24 a 48h. De nombreux parametres peuvent avoir un impact sur les caractéristiques
finales du produit obtenu. La concentration deNaOH, la température et le temps de traitement ont un
effet significatif sur le degré de désacétylation (DA) et le poids moléculaire (PM) du chitosane (Tsaih
et Chen, 1997).

Des facteurs supplémentaires pourraient aussi influencer le processus de désacétylation, tels
que la nature du réactif alcalin (le traitement au NaOH est beaucoup plus efficace que le KOH), les
conditions atmosphériques, la taille des particules, le rapport chitine/solvant et la source ou I’origine
de la matiere premiere (Araiza et al., 2008). La figure 4, résume les chemins réactionnels qui
conduisent a I’obtention de la chitine et ses principaux dérivés a partir des carapaces de crustacés et
plumes de calamar (Collin et Crouzet, 2011).

1.4.2. Procedé d’extraction biologique

Le développement des techniques d'extraction basées sur le concept de « chimie verte» ont fait
l'objet d'une attention accrue, favorisant l'utilisation d'enzymes et de microorganismes pour
I'extraction de la chitine. Plusieurs études comparatives d’extraction a partir de coquilles de crevettes
et autres crustacés réalisées par des méthodes chimiques et biologiques, ont indiqué que la méthode
biologique (utilisant des micro-organismes) était meilleure que la méthode chimique car elle préserve

la structure de la chitine.
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Figure 4. Chemins réactionnels selon la source conduisant a I’obtention de la chitine et du

chitosane (Collin et Crouzet, 2011).

Bustos et Healy (1994) ont également démontré que la chitine obtenue par déprotéinisation
des coquilles avec divers micro-organismes protéolytiques a des poids moléculaires élevés par

rapport a la chitine des crustacés chimiquement préparée.

L'extraction biologique de la chitine offre une reproductibilité élevée en un temps plus court,

une manipulation plus simple, une consommation de solvant plus faible et un apport d'énergie plus
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faible (Younes et Rinaudo, 2015).

1.4.2.1. Déprotéinisation enzymatique

Dans cette deprotéinisation, l'extraction de la chitine nécessite I'utilisation d’enzymes
protéolytiques (protéases) provenant essentiellement de sources végétales, animales ou microbiennes.
L'alcalase, la pepsine, la papaine, la pancréatine, et la trypsine sont parmi les différentes protéases

utilisées dans ce processus d’élimination des protéines pendant 1’extraction de la chitine.

Des protéases purifiées ou brutes peuvent étre utilisées ; cependant, les enzymes purifiées sont
colteuses par rapport aux protéases brutes, qui sont non seulement moins chéres mais aussi plus
efficaces en raison de la présence de protéases coexistantes. Les protéases brutes, principalement
dérivées de bacteries et de viscéeres de poisson, sont donc largement utilisées dans le processus
d’extraction de la chitine, une autre maniére de préserver I’environnement des sous-produits de la mer,

jetés comme déchets (Younes et Rinaudo, 2015).

De nombreux travaux de recherches ont démontré I'efficacité des protéases bactériennesdans
la déprotéinisation. Ainsi, Synowiecki et Al-Khateeb (2000) ont appliqué une déprotéinisation
enzymatique sur les déchets de crevettes précédemment déminéralisés, afin de produire de la chitine
et un hydrolysat de protéines a intérét ntritionnel. Une sérine endopeptidase (ou alcalase 2.4 L),

obtenue a partir de Bacillus licheniformis, a été utilisée par ces auteurs.

Dans une autre étude, de nombreuses protéases microbiennes ont été comparées sur la base de
leur efficacité dans la déprotéinisation des carapaces de crevettes. Récemment, de nombreuses
protéases brutes de poissons et d'invertébrés marins ont été utilisées pour la déprotéinisation des
carapaces de crevettes. Une possibilité d’utiliser les dechets de crustacés a la fois comme substrat et

comme source de protéases a été également effectuée (Mukhin et Novikov, 2001).
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1.4.2.2. Déprotéinisation et désacétylation par fermentation

Par ce procédé, la chitine est extraite par fermentation lactique, en présence desouches
bactériennes endogénes ou sélectionnées, pendant 5 jours a 30°C. L’acidification du milieu par la
production d’acide lactique par les bactéries, conduit a une déminéralisation partielle tandis que les
bactéries assurent la déprotéinisation.

L’étape de déprotéinisation par fermentation peut étre réalisée en une seule étape (la
déprotéinisation et la liquéfaction simultanée des protéines pourraient se produire par action de
proteases produites par des souches ajoutées), en deux étapes (aprés fermentation suivie par un
traitement a I’acide lactique), ou par co-fermentation (en présence de deux bactéries, une produisant
I’acide lactique tel que Lactobacillus paracasei tolerans et I’autre produisant des protéases

extracellulaires comme Serratia marecescens) (Younes et Rinaudo, 2015).

L'efficacité de la fermentation dépend de plusieurs facteurs, principalement l'espéce et la
quantité d'inoculum, la source de carbone et sa concentration, le pH initial et I'volution du pH pendant
la fermentation ainsi que la température et la durée de fermentation. Cependant, le faible degre de
pureté des chitines obtenues par cette méthode et les traitements supplémentaires souvent nécessaires
pour améliorer la déminéralisation ainsi que le temps de réactions beaucoup plus longs par rapport a

la voie chimique, restent des facteurs limitant quant a son application.

L'utilisation de chitine désacétylases pour la conversion de la chitine en chitosane,
contrairement a la procédure chimique actuellement utilisée, est un processus alternatif qui offre un
bon rendement de désacétylation, aboutissant a la production de chitosane nouveau et bien défini
(Araiza et al., 2008). L’activit¢ enzymatique de ces désacétylases a été rapportée chez plusieurs

champignons (Mucor rouxii, Aspergillus nidulans et Colletotrichum lindemuthianum) et quelques
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espéces d'insectes.

Un prétraitement des substrats de chitine avant I'addition d'enzymes s’avére étre nécessaire
afin d'améliorer I'accessibilité des groupes acétyles a lI'enzyme. Dans certaines conditions, I'enzyme
est capable de désacétyler le chitosane jusqu'a 97% (Younes et Rinaudo, 2015). Cependant, cette
méthode reste limitée a 1’échelle du laboratoire en raison du cofit élevé des enzymes comme cela a été
signalé précédemment. Néanmoins, les méthodes enzymatiques, plus respectueuses de
I’environnement, peuvent étre vues comme les méthodes de production du chitosane de demain

(Araiza et al., 2008).
1.5. Propriétés physicochimiques du chitosane
I.5.1. Le degré d’acétylation (DA) ou de désacétylation (DD)
Le degré d’acétylation (DA) ou de désacétylation (DD) est le principal paramétre qui distingue
la chitine du chitosane (la chitine correspond a un polymére dont le DD est inférieur a 60%, sinon il

s'agit de chitosane. Il est défini comme étant le rapport du nombre d’unités acétylés (N-acétyl-D-

glucosamine) sur le nombre global de motifs (GIcNAc + GIcN) qui constituent ce polymere.
DA = Nombre d’unités N-acétyl-D-glucosamine) acétylées / Nombre global de motifs

DD=1-DA

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisees pour déterminer le degré de désacétylation du
chitosane. Cependant, la précision des valeurs obtenues par ces différentes méthodes est trés variable
comme rapporté par plusieurs auteurs. La spectroscopie IR (Chatelet et al., 2001), l'analyse
élémentaire (Kasaai, 2009), la RMN solide ou sur des échantillons en solution (dosage UV et titrage
colloidal) (Lou et al., 2012), et la RMN liquide (Rabiul et al., 2013) sont parmi les méthodes les plus
utilisées. Cependant, la technique qui semble la plus adaptée pour une caractérisation rapide est la

Spectroscopie IR.
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Il est a noter que le degré de désacétylation du chitosane pourrait influencer un bon nombre de
facteurs liés a ce copolymeére, tels que sa solubilité en milieux aqueux, sa capacité de gonflement et sa
vitesse de dégradation enzymatique, des parametres qui, par la suite, vont affecter sa biodégradabilité,

son activité immunologique et ses propriétés mécaniques et rhéologiques.
1.5.2. Le poids moléculaire

Le poids ou la masse moléculaire (PM) d’un polymere, constitue le deuxieme parameétre
important affectant sa fonctionnalité. Sa valeur dépend fortement de la méthode de préparation ou
d’obtention du chitosane qui peut induire une dépolymeérisation ou une dégradation des chaines
macromoléculaires par effet mécanique ou chimique et de la source ou I’origine du matériel brut
utilisé.

Les chaines de chitosane obtenues industriellement ont souvent des masses trés variées(entre
100 a 1000 kDa), et le choix du PM approprié doit étre adapté a I’application industrielle visée.
Plusieurs méthodes sont utilisees pour la détermination du PM du chitosane ainsi que sa polydispersité.
La chromatographie par perméation sur gel et les mesures viscosimétriques sont parmi les méthodes
classiques de détermination.

1.5.3. La viscosité

La viscosité est également une propriété importante, qui donne une idée sur le comportement
du chitosane en solution. Cette viscosité est sous I’influence de plusieurs paramétres comme le degré
de désacétylation du polymeére (plus ce polymere est désacétyle, plus il est soluble) son poids
moléculaire (relation proportionnelle), sa concentration (la viscosité augmente avec 1’augmentation
de la concentration), le pH du solvant utilisé (plus il est bas, plus la viscosité est élevée) et la
température (la viscosité diminue avec I’augmentation de la température) (Aljawish et al., 2014).

1.5.4. La solubilité

Le chitosane est insoluble dans I'eau, les alcalis et les solvants organiques. Cependant, il est
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soluble dans la plupart des solutions d’acides organiques ayant un pH inférieur a 6 (en général, le
chitosane est parfaitement soluble a un pH égal a 4). Les acides acétique et formique sont parmi les
acides les plus couramment utilisés pour dissoudre le chitosane. Certains acides inorganiques dilués,
tels que 1’acide nitrique, 1’acide chlorhydrique, et I’acide perchlorique peuvent également étre utilisés

pour préparer une solution de chitosane, mais uniquement apres agitation et réchauffement.

En plus de dissoudre le chitosane dans une solution acide, des mélanges tels que le
diméthylformamide avec du tétroxyde de diazote dans un rapport (3/1) semblent également étre de
bons solvants pour le chitosane. La solubilité du chitosane dans une solution dépend aussi de quelques
parametres intrinséques liés au produit, tels que le degré de désacétylation du polymére, sa viscosité,
sa force ionique, du pH et de la nature de I’acide utilisé dans la solubilisation (Rinaudo, 2006 ;
Aljawish et al., 2014).

1.5.5. La cristallinité

La cristallinité et I’agencement moléculaire sont deux paramétres importants qui contrélent un
certain nombre de propriétés comme la solubilité, I'accessibilité des sites internes des macromolécules,
les propriétés de gonflement dans I'eau ou encore les propriétés diffusionnelles (Aljawish et al., 2014).

Par rapport a cette propriété physico-chimique, le chitosane est une substance semi-cristalline
et son état cristallin dépend de son origine, du procédé d’obtention du chitosane et du degré
d’acétylation de ce matériau (la cristallinité augmente avecl’augmentation du DA) (Benbettaieb et al.
2018).

Des études de diffraction aux rayons X (DRX) ont permis de démontrer plusieurs structures
polymorphes (ou cristallines) de chitosane : structures hydratées, structures anhydres et structures
amorphes (selon ’agencement moléculaire et la teneur en eau dans les mailles unitaires).

1.6. Propriétés biologiques du chitosane

Le chitosane présente d’exceptionnelles propriétés biologiques, qui sont a la foisvariées
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et complémentaires. Déja utilisé pour sa biodégradabilité et sa biocompatibilité, il trouve aujourd’hui
de nouvelles applications qui ouvrent la voie a de nouvelles possibilités grace a ses effets
antimicrobiens et sa typicité antioxydante. A I’exposé de ces propriétés spécifiques, les récentes
avanceées dans le domaine biomédical et alimentaire ont permis de mettre en évidence les bienfaits de
cet oligosaccharide sur I’organisme.

1.6.1. La biodégradabilité

Chez les mammifeéres, la biodégradation du chitosane se fait essentiellement par I’action
d’une enzyme protéolytique non speécifique appelé : lysozyme (Varum et al., 1997). Son action
porte sur la dégradation des liaisons glycosidiques B (1-4) des unités N-acétyl-D-glucosamine
(Aljawish et al., 2014) en oligoméres acétylés ou non, de longueur variable, métabolisables dans

I’organisme (Araiza et al., 2008).

La biodégradabilité du chitosane est fortement liée a ses propriétés intrinseques comme son
PM et son degré d’acétylation (Ratajska et Boryniec, 1998). Un chitosane ayant un DA égal a 50%
est plus rapidement dégrade (dégradation optimale) par rapport a un chitosane ayant un DA inférieur
a 30%. Celui qui a un DA inférieur a 15% montre une plus faible vitesse de dégradation et peut
subsister plusieurs mois in vivo (Araiza et al., 2008).

1.6.2. La biocompatibilité

Le chitosane est un biopolymeére de plus en plus utilisé dans I’ingénierie tissulaire de la peau,
des os et du cartilage puisqu’il présente une intéressante caractéristique de biocompatibilité. 1l s’est
en fait avéré plus cytocompatible, hémocompatible, non toxigque et bio- résorbable (Aljawish et al.,
2014), toléré par les sous-systemes biologiques du corps, apres avoir été mise en contact direct avec
les cellules et les tissus par divers moyens, tels que les injections et les implants (Sarmento and

Neves, 2012).

Imitant la structure des autogreffes tissulaires tout en étant capable de soutenir les cellules
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ensemencées sur ces matériaux, il peut également agir comme un véhicule de certains antibiotiques
ou agents thérapeutiques indépendamment de la nature de la lésion a réparer (Croisier and Jérome,
2013).

La combinaison du chitosane avec divers composés tel que la phosphatidylcholine (lipide
neutre entrant dans la composition de la bicouche lipidique de la membrane cellulaire) peut entrainer
une augmentation de la biocompatibilité du polymeére et ainsi reproduire les propriétés de la membrane
cellulaire.

1.6.3. Effet antimicrobien

L’activité antibactérienne du chitosane est I’'une des propriétés les plus convoitees
(Cuero, 1999). Inhibant la croissance d'une grande variété de bactéries a Gram positif et a Gram
négatif) par son effet bactériostatique ou bactéricide, le chitosane semble avoir un effet inhibiteur sur
certaines enzymes responsables de la production de toxineset s’avere posséder la capacité de rompre
la barriere de perméabilité de la membrane externe des bactéries a Gram négatif comme celle

d’Escherichia coli (Araiza et al., 2008).

Le chitosane agit également comme un agent chélateur d’anions pouvant éliminer de
I’environnement bactérien certains métaux (a 1’état de traces) indispensables a la croissance des micro-
organismes et/ou a la production de toxines.

L'activité antibactérienne du chitosane est influencée par plusieurs parameétres, incluant
l'origine biologique du chitosane (sa nature), le pourcentage de désacétylation, le degré de
polymérisation, ainsi que le type d’organismes ciblés (Aljawish et al., 2014).

1.6.4. Activité antifongique

Le chitosane est considéré comme 1’un des produits les plus prometteurs pour le contrle de
plusieurs champignons post-récolte, isolés de divers fruits et Iégumes. Les résultats de I’efficacité du

chitosane sur la sporulation, la croissance mycélienne et la germination, ont démontré que ce dernier
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peut controler divers isolats de phytopathogénes tels que : Colletotrichum, Fusarium et Rhisopus,
isolés respectivement de bananiers (Musa paradisiaca et Musa sapientum) et du jacquier (Artocarpus
heterophyllus.) pour le genre Rhizopus.

En raison de ses diverses propriétés (capacité de former des films, biodégradabilité et sa
fonction d’¢éliciteur), le chitosane est devenu une alternative a ’utilisation de fongicides pour contréler
les maladies phytopathogenes et ainsi préserver la qualité du fruit aprés sa récolte.

Dans une étude relativement récente, 1’enrobage de la fraise par du chitosane a révélé un
succes dans son application. Les résultats obtenus ont montré une diminution de la fréquence
respiratoire du fruit, une réduction de la perte d’eau et une préservation de la fermeté pendant le
stockage des fruits traités (Porfirio et al., 2018).

1.6.5. Activité antioxydante

Plusieurs travaux de recherche ont mis en évidence l'activité antioxydante du chitosane et de
ses dérivés in vitro. Ces composes eliminent les radicaux oxygenes tels que I'nydroxyle, le superoxyde,
I'alkyle ainsi que les radicaux DPPH. Sun et al. (2006) ont rapporté que le chitosane et ses dérives

agissent comme donneurs d'hydrogene pour empécher la séquence oxydative.

En outre, il a été observé que les propriétés d'élimination des radicaux dépendent du DA et du
PM du chitosane. Park et al. (2004) ont demontré que les chitosanes de faible PM sont plus actifs
(pouvaient présenter plus de 80% d'activité de piégeage des radicaux superoxydes) que ceux a PM
élevé. L'influence du chitosane avec différents PM (30.90 et 120 kDa) sur l'activité antioxydante de la

peau du saumon a également été étudiée (Younes et Rinaudo, 2015).

Méme si le mécanisme précis de l'activité d'élimination des radicaux n'est pas aussi clair, il est
cependant, attribué aux groupes aminés et hydroxyles (attachés aux positions C-2, C-3 et C-6 du cycle
pyranose) qui réagissent avec les radicaux libres instables, facilitant la formation de macromolécules

stables.
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Aujourd’hui, la capacité du chitosane a réduire I’oxydation lipidique de certains aliments
trouve son utilité dans plusieurs filieres alimentaires (filiére viande, poisson et produits de charcuterie)

(Aljawish et al., 2014).
1.6.6. Activité anti-inflammatoire

De nombreuses recherches ont été menées sur les propriétés anti-inflammatoires et pro-
inflammatoires du chitosane et ses dérivés. Olivera et al. (2012) ont montré que les macrophages et
les cellules dendritiques au contact du chitosane entrainaient la production de signaux pro et anti-

inflammatoires, balance importante dans la réparation tissulaire.

Davydova et al. (2016), ont montré que le PM du chitosane n’influengait pas la production de
cytokines anti-inflammaoires (1L10) dans le sang et la suppression de la cholite. Gallo et al. (2018)

suggerent que cet effet était dd a des élements structurels.

Les nanoparticules de chitosane-alginate inhibent la production de cytokines et de chimiokines
inflammatoires induites par Propionibacterium acnes dans I’acné (Kim et al., 2002 ; Gallo et al.,

2018).
1.6.7. Activité anti-tumorale

Outre les différentes activités biologiques précédemment citées du chitosane, ce dernier a
également montré un effet inhibiteur de la croissance des cellules tumorales et une inhibition de

I'angiogénése induite par la tumeur et les métastases tumorales (Aljawish et al., 2014).

Ta et al. (2010) ont démontré que I’administration intra-tumorale de molécules de chitosane
seul favorise I’effet anti-tumoral dans plusieurs modéles de cancers tel que le cancer du sein et inhibe
directement la prolifération des cellules tumorales en induisant leur apoptose. Un tel résultat fut

confirmé par Hasegawa et al. (2001) dans le cas des cellules tumorales de la vessie.

Le chitosane inhibe la croissance des cellules tumorales dans le carcinome ascitique d’Ehrlich
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en diminuant la glycolyse, minimisant ainsi ’absorption du glucose et le niveau d’ATP dans les

cellules intactes de la tumeur (Guminska et al., 1996 ; Se-Kwon, 2011).
1.7. Fonctionnalités et principaux débouchés du chitosane

Les propriétés exceptionnelles du chitosane expliquent I’engouement des industriels pour cette
macromolécule. Extraite des carapaces de crustacés, elle trouve aujourd’hui de nombreuses
applications dans des domaines aussi variés que le cosmétique, le biomédical, ’agriculture ou encore

le traitement des eaux (Younes et Rinaudo, 2015).
1.7.1. Secteur agroalimentaire

En agriculture, le chitosane présente de nombreuses applications potentielles. Il est utilisé pour
I’enrobage des semences, 1’arrosage des cultures et supposé intervenir méme dans le renforcement des

mécanismes de défense chez les plantes (Se-Kwon, 2011).

Hadwiger et al. (1984), ont découvert que le traitement au chitosane dans 1’enrobage des
graines avait de nombreux effets bénéfiques, tels que l'inhibition de la croissance de plusieurs agents
pathogenes (bactériens et fongiques) et I'amélioration des réponses ou de résistance de la plante contre
les maladies avant méme que la plante ne soit en contact avec 1’agent pathogéne. Le chitosane offre
aussi la possibilité de remplacer une partie des produits chimiques actuellement en usage par des

solutions naturelles (bio-pesticide du futur).

Dans le secteur alimentaire, le chitosane offre aussi plusieurs possibilités d usage. Il est utilisé
pour la stabilisation des aliments, la désacidification du café, 1’élimination des teintures ou la
clarification des boissons (Se-Kwon, 2011). Il est également utilisé pour prolonger les temps de
conservation des aliments en raison de ses propriétés antibiotiques. Les principales applications du

chitosane dans le domaine agroalimentaire sont mentionnées dans le tableau 1.
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Tableau 1. Les principales applications du chitosane dans le secteur agro-alimentaire
(Collin et Crouzet 2011).

Secteur Applications
Alimentaire Additifs (liant, émulsifiant, épaississant), préservateur
(antioxydant,antibactérien), emballages comestibles, etc...
Agricole Enrobage de semence, éliciteurs, films biodégradables et
fertilisants,

1.7.2. Secteur pharmaceutique et médical

Les caractéristiques particulieres du chitosane (bactériostatique, immuno-modulatrice, anti-
tumorale, cicatrisante, hémostatique et anticoagulante) lui conferent une grande utilité dans le

domaine pharmaceutique et medical.

Il trouve plusieurs applications en ophtalmologie (lentilles a base de chitosane), dans le
traitement des brdlures (peau artificielle qui présente a la fois des propriétés de perméabilité et
d’hydratation) la cicatrisation des plaies et en tant que revétement d’objets mis en contact avec le

tissus vivants (ex : protheses vasculaires et valves cardiaques).

Le chitosane contribue également a la régénération des gencives défectueuses (cremes
dentaires) et sert a la fabrication des fils de suture et quelques produits chirurgicaux comme les
pansements (Ben Dhiab, 2014). La possibilité qu’il a d’étre modelé et travaillé (fibres, fils, gels,
billes et membranes) est aussi une propriété remarquable convoitée par plusieurs industriels dans son

application.
1.7.3. Secteur des cosmétiques

En cosmétique, une large gamme de produits est a base de chitine et de chitosane. Le
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chitosane est aujourd’hui utilisé en formulations de shampoings, de crémes hydratantes, de crémes
de soins pour la peau ou pour la souplesse des cheveux et en tant que tenseur du tégument cutané,
voir comme adjuvant de cicatrisation. Il offre aussi des utilisations dans les soins bucco-dentaires

(Collin et Crouzet 2011).

Ce polysaccharide est capable de former un film hydratant (propriété particuliérement
convoitée par ’industrie des cosmétiques), facilitant ainsi I’interaction avec les téguments communs

(couvertures cutanées) et les cheveux.

Le rdle potentiel du chitosane et ses dérivés en tant que composants de plusieurs produits
cosmétiques a également été connu via leurs activités biologiques (1’activité antioxydante,
antiallergique et photoprotectrice) (Bornet et Teissedre, 2005). Son innocuité liée a son origine

naturelle permet d’éviter toute sorte d’effets secondaires.
1.7.4. Secteur de traitement des eaux

Le chitosane est une substance qui posséde un fort potentiel dans le traitement des eaux en
raison de sa nature biologique, de sa provenance (obtenu principalement a partir de déchets de
I’industrie de la péche), de sa non-toxicité, de son caractére polycationique qui le distingue des autres
polysaccharides et polymeéres naturels, et de sa versatilité technologique. Une substance qui suscite
en effet un intérét croissant depuis les années 2000 pour récupérer et eliminer un spectre tres large

de contaminants présents dans les effluents industriels (Crini et al., 2019).

Le chitosane est souvent conditionné sous forme de billes de gels, de fibres ou de
membranes jouant un réle plus ou moins identique a celui des adsorbants conventionnels et résines
commerciales. Le procédé de coagulation-floculation par ajout de chitosane est actuellement utilisé
dans la moitié des cas de traitement des eaux usées au Japon, et selon une proportion variable dans

certains autres pays asiatiques.
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I1.1. Qu’est-ce que les polyphénols ?

Les polyphénols sont une grande famille de molécules bioactives présentes dans les
végétaux, issus du métabolisme secondaire de la plante au cours de son développement.

Ayant été dénommeés « tanins végétaux » jusqu’a I’introduction du terme polyphénol
en 1980, ces composés chimiques ont une fonction bien définie : défendre la plante contre les
attaques de I’environnement (rayons UV, insectes nuisibles, champignons, parasites et autres
agressions), contribuant ainsi a la survie de I’organisme dans son écosystéme.

Aussi responsables du godt, de I'ardme, et de la couleur des végétaux, les polyphénols
sont considérés comme d’excellents antioxydants naturels (Wu et al., 2006). En effet, cette
propriété antioxydante leur confere de multiples bienfaits pour la santé ; ils seraient impliqués
dans la prévention de plusieurs maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabéte,
I’ostéoporose et plusieurs types de cancers (singla et al., 2019). Ils bénéficient aujourd’hui
d’une réputation grandissante puisqu’ils sont devenus en quelques annees, les molécules
préférées des nutritionnistes, des industriels de 1’agroalimentaire et des laboratoires
cosmétiques et pharmaceutiques. Au total, prés de 10.000 molécules de polyphénols ont été
identifiés a ce jour.

I1.2. Structure chimique et principales classes de polyphénols
11.2.1. Structure chimique

D’un point de vue structural, I’élément fondamental qui caractérise les polyphénols est
la présence d’au moins un noyau aromatique a 6 carbones (cycle benzénique) (Fig.5), auquel
est directement lié au moins un groupement hydroxyle (OH), libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester ou hétéroside (Singla et al., 2019). Ils peuvent aller de molécules simples,
comme les acides phénoliques, a des molécules hautement complexes de plus de 30.000

Daltons, comme les tanins.
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Figure 5. Structure d’un noyau phénol (Singla et al., 2019)

11.2.2. Principales classes de polyphénols

Les polyphénols ne constituent pas un groupe homogéne de molécules. En effet, ceux-
ci se divisent en plusieurs grandes familles selon 1’origine, la fonction biologique ou la structure
chimique. En utilisant la classification selon la structure chimique (c’est-a-dire, par rapport au
nombre de noyaux aromatiques qu’ils contiennent et les éléments structuraux qui lient ces
noyaux), les polyphénols, peuvent étre divisés en plusieurs classes qui s’étendent de molécules
simples (phénols simples) aux composés phénoliques complexes. La figure 6 illustre les
principales classes de polyphénols (Singla et al., 2019).

- La premiere classe de polyphénols, comprend les acides phénoliques simples, divisée

en deux groupes d’acides : les acides hydroxybenzoiques comme I’acide gallique et les acides
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hydroxycinnamiques tels que les acides caféique, ferulique et coumarique ainsi que leurs esters
phénoliques comme les acides chlorogénique ou rosmarinique (Fig. 6).

- La seconde classe regroupe la famille des flavonoides, dont la structure de base est en
C6-C3-C6. Elle renferme plusieurs milliers de molécules réparties en plus de dix groupes
(Flavones, Flavonols, Flavanols, Isoflavones....) (Fig. 6).

- Les troisieme et quatrieme classe de polyphénols comporte les stilbénes et les lignanes

(Singla et al. 2019) (Fig. 6).

11.2.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végetal. 1ls conferent aux différents fruits et Iégumes des propriétes uniques de godt, de
saveur ainsi que des usages bénéfiques pour la santé (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011).

Sur le plan structural, ils décrivent un cycle phénol, qui posséde au moins une
fonction carboxylique. Les acides phénoliques sont représentés par deux sous-classes : les
acides hydroxybenzoiques, dérivés de I’acide benzoique avec un squelette de base de type C6-
C1 et les acides hydroxycinnamiques, qui, plus abondants, présentent un squelette carboné de
type C6-C3 (Saibabu et al., 2015).

Bien que le squelette de base reste le méme, le nombre et la position des groupes

hydroxyles sur le cycle aromatique créent la variété (Robbins et Rebecca, 2003). Parmi les
acides hydroxybenzoiques les plus connus, on trouve : I'acide salicylique, I'acide gallique et

I'acide vanillique.
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Figure 6. Principales classes de polyphénols (Singla et al., 2019).

Les plus abondants des dérivés de I’acide cinnamiques sont I’acide p-coumarique,
I’acide caféique et I’acide férulique. Les acides phénoliques sont présents sous forme liée a
partir d'amides, d'esters ou de glycosides et rarement sous forme libre. La figure 7 présente la

classification structurale des acides phénoliques naturels discutée dans ce paragraphe.
11.2.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols (avec plus de 5000

composés différents identifiés). Ils sont formés d’un squelette de base a 15 atomes de carbone,

constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane (Singla et
al., 2019) (Fig. 8).
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Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0OCH;, R3=0OH Acide vanillique R1=R3=H, R2=0OH Acide p-coumarique
R1= H,R2=R3=R4 =0OH Acide gallique Rl= R2=0OH, R3=H Acide caféique
R1=OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0OCH3s, R2=0H, R3=H Acide férulique

Figure 7. Structure chimique de quelques acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques

(Singla et al., 2019)

Figure 8. Squelette de base des flavonoides (Singla et al., 2019).
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Contenus dans le thé, le vin et dans de nombreux fruits et légumes, les flavonoides sont
considérés comme de remarquables antioxydants. Ils interviennent dans la pigmentation des
fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques

microbiennes (Causse, 2005).

Répartis en plusieurs classes, les plus importants groupes de flavonoides sont les
Flavones, les Flavonols, les Flavanones, les Flavanols (ou catéchines), les Isoflavones et les

Anthocyanosides (Bruneton, 2009) (Fig. 9).

C’est d’abord la structure de I’hétérocycle central et son degré d’oxydation qui
permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides. Le cas extréme d’oxydation de
I’hétérocycle central correspond aux anthocyanidines, toujours présentes en milieu acide sous

forme d’un cation de couleur rouge.

En revanche, dans le cas des flavanes comme la catéchine, le cycle est tres fortement
réduit. On trouve des situations intermédiaires chez les flavonones, les flavones et les flavonols.
Exceptionnellement, le noyau central de la molécule peut ne pas étre totalement cyclisé
(comme chez les chalcones et molécules voisines) ou se présenter sous forme d’un cycle

n’ayant que 5 sommets (comme dans le cas des aurones) (Shen et al., 2022).

A T’intérieur de chacune des classes, les variations autour du squelette chimique de base
portent principalement sur trois points :
- Le degré d’hydroxylation des différents cycles ;
- Le niveau de méthoxylation (groupement O-CH3 a la place des seules fonctions

phénoliques) ;

Chapitre 2 : Les Composés Phénoliques

29



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composes
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

- Le niveau de glycosylation (en dehors de quelques exceptions).
11.2.2.3. Les stilbenes

Ces composés phénoliques sont présents dans de nombreuses familles de plantes
supérieures. lls sont produits en réponse a un stress biotique, d0 a une attaque par des
microorganismes pathogénes, ou abiotique en présence de métaux lourds toxiques et
détergents.

La structure chimique de base des stilbeénes comme I’illustre la figure 10, est composée
de deux cycles aromatiques joints par un pont méthyléne. Les deux formes isoméres des
stilbenes (cis et trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes et des inter-
conversions trans/cis sont observées en présence de chaleur ou de rayonnements UV (Collin et
Crouzet, 2011).

Le stilbéne le plus étudie, est le resveratrol et ce grace a ses propriétés anticancéreuses
et activités biologiques contre plusieurs maladies chroniques, en particulier contre les maladies
neurodégénératives. 1l a également été montré que les autres stilbénes pourraient avoir un effet
bénéfique sur la santé (Richard et al., 2014). Parmi les sources principales de stilbénes, on
trouve le raisin, le vin, les fruits rouges, le soja et les arachides.
11.2.2.4. Les lignanes

Les lignanes sont des composés phénoliques bioactifs, non-nutritifs et non caloriques.
On les trouve en plus forte concentration dans le lin et les graines de sésame et en faibles
concentrations dans les fruits et les légumes.

Leur appartenance aux métabolites secondaires ainsi que les caractéristiques toxiques,
antifongiques et antibactériennes de certains lignanes font émettre I'hypothése de leur

implication dans les défenses chimiques des plantes contre les herbivores (Selosse, 2019).
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Flavanols Anthocyanidines
(flavan-3-ols) Cyanidine,
delphinidine,
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o
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Figure 9. Structure générale des principales classes de flavonoides (des exemples ont
été donnés pour chacune des classes) (Shen et al., 2022).

Structure Trans

Structure Cis

Figure 10. Structure chimique de base des stilbénes (forme trans et cis) (Collin and

Crouzet, 2011).
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Pour I’homme, ils sont considérés comme des phyto-cestrogénes, offrant une
protection face a I’apparition et au développement de certains cancers hormono-dépendants
(sein et prostate). Les études menées in vitro sur des modeles cellulaires de mammiferes tendent
a confirmer les effets bénéfiques observés lors d’études épidémiologiques et apportent des
¢éclairages sur leurs mécanismes d’action (Lamblin et al., 2008).

D’un point de vue structural, les lignanes répondent a une représentation de type
dimérique (de phénylpropanoides (C6-C3)2) dans lesquels les unités phénylpropanes sont liées
par le carbone central (C8) de chaque chaine propyle (Fig. 11). La présence de carbones
asymétriques chez les lignanes est a 1’origine des différents mésomeres rencontrés selon les
végetaux (Lamblin et al., 2008).

11.2.2.5. Les coumarines

Les coumarines constituent une classe de lactones largement répandues dans la nature.
Elles sont préesumées étre produites par les plantes comme moyen de défense chimique pour
décourager la prédation (Matos et al., 2015).

Portant une ossature typique des benzopyrones comme illustré dans la figure 12, les coumarines
sont issues de la formation d’un cycle fermé a partir de I’acide hydroxycinnamique (Hopkins,
2003).

La simplicité et la polyvalence des échafaudages coumariniques en font un point de
départ pour une large gamme d’applications. Aujourd’hui il existe des coumarines parfums,
des coumarines en cosmétiques et d’autres coumarines utilisées comme additifs industriels.
Certains de leurs dérivés sont aussi utilises comme exhausteurs d'aréme dans différentes sortes
de tabacs et certaines boissons alcoolisées (Matos et al., 2015). L’odeur douceatre du foin

fraichement coupé est une caractéristique attribuée aux coumarines (Hopkins, 2003).
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Figure 11. Structure chimique de base des lignanes (Lamblin et al., 2008).

o 4
3
2

B
F 4 ? ®)

Figure 12. Structure chimique de la coumarine (Hopkins, 2003).
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11.2.2.6. Les tanins

Les tanins représentent une classe importante de polyphénols utilisés principalement
par ’homme pour tanner la peau et la rendre imputrescible par la création de liaisons
(propriétés de combinaison) entre ces moleécules et les fibres de collagene contenues dans la
peau.

Les tanins sont caractérisés par une saveur astringente et sont localisés dans toutes les
parties de la plante, a savoir 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines. Dans
I'alimentation humaine, les sources les plus importantes sont le vin et le the.

Sur le plan structural, les molécules de tanins présentent de nombreuses fonctions
(hydroxyles et phénoliques) qui vont leur permettre de se complexer avec de nombreuses
macromolécules telles que les protéines, et pouvoir chélater les ions tels que le fer et le cuivre
(Macheix et al., 2005).

Leur structure complexe est formée d'unités monomériques répétitives qui varient par
leurs centres asymeétriques et leur degre d'oxydation. La variabilité structurale des tanins permet
de les diviser en deux grands groupes : les tanins hydrolysables, qui donnent aprés hydrolyse
soit de I’acide gallique, soit de ’acide ellagique et les tanins condensés, non hydrolysables, qui
rougissent par oxydation et donnent du pyrocatéchol (Fig. 13).

La figure 14, présente une forme simple de tanins hydrolysables, le pentagalloylglucose,
molécule trés réactive qui est a 'origine de la plupart des formes complexes comme la

castalagine chez le chataignier (Macheix et al., 2005).

e Les tanins condensés
Appelés aussi tanins catéchiques ou proanthocyanidines, ces molécules, et
contrairement aux tanins hydrolysables, sont résistantes a ’hydrolyse (seules des attaques

chimiques fortes permettent de les dégrader) et ne possedent aucun sucre dans leur structure.
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Figure 13. Classification des tanins (Brillouet et al., 2013).
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Figure 14. Deux exemples de tanins hydrolysables (Macheix et al., 2005).
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Ils sont présents dans les vacuoles d’un réseau de cellules spécialisées, situées sous
I’épiderme des feuilles et des tiges de quelques plantes herbacées, de certaines légumineuses
et arbustives, ils dévoilent une forte affinité pour les protéines. Une caractéristique importante
dans la mesure ou elle protege les protéines de la dégradation dans le rumen et ou elle éviterait

la formation des mousses impliquées dans la météorisation (Jarrige et al., 1995).

Sur le plan structural, ces molécules a noyau flavone sont considérées comme des dimeéres,
des oligomeres ou des polyméres par addition successives d’unités flavanols. Les
proanthocyanidols dimeriques les plus simples sont les procyanidols. La figure 15, présente
deux structures chimiques des proanthocyanidols dimériques de type B (Tong et al., 2022).
L’enchainement des différentes unités constitutives des tanins se fait soit de maniére linéaire
gréce a des liaisons C-C, soit par des ramifications grace a des liaisons C-O-C conduisant a des

structures de plus en plus complexes qui restent cependant solubles dans I’eau des vacuoles.

11.3. Propriétés physico-chimiques des polyphénols
11.3.1. La solubilité
La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique qui varie de
composes simples a fortement polymérisés (Mahmoudi et al., 2013). La possibilité de former
des liaisons hydrogenes suggere que les phénols non substitués devraient avoir une bonne
solubilité dans I'eau, alors que ses dérivés substitués ne le sont pas. Les groupes alkyles et
halogenes améliorent le caractére hydrophobe du cycle aromatique, entrainant une diminution
de la solubilité dans I'eau.
Pour les phénols possédant des groupes fonctionnels a fort caractére polaire, les

différences d'aptitude a la dissolution sont plus prononcées (méme pour les isomeres d'un
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méme composé) (Sobiesiak, 2017). Pour la plupart des polyphénols, la solubilité ne dépasse
pas les 30 g/L. Cette derniere est aussi affectée par la polarité du solvant utilisé dans le

processus d’extraction (Mahmoudi et al., 2013).

11.3.2. Le point d’ébullition

Les composés phénoliques ont généralement des points d'ébullition plus élevés par
rapport a d'autres hydrocarbures avec des masses moléculaires égales. Cela est dii a la présence
de liaisons hydrogenes intermoléculaires entre les groupes hydroxyles des molécules de
phénols. Le point d'ebullition des phénols augmente en général avec l'augmentation du nombre
d'atomes de carbone (Galland, 2010).

11.3.3. L acidité

Les valeurs d'acidité (pKa) de la plupart des polyphénols sont comprises entre 8 et 10 ;
ce qui signifie que ce sont des acides plus forts que I'eau (pKa de I'eau 15,7) mais plus faibles
que l'acide carbonique (pKa de 6,4). L'acidité du phénol est le résultat de la délocalisation de
la charge négative dans le cycle aromatique et de I'effet de résonance.

Dans le cas des phénols substitués, 1’acidité diminue si un groupe électrodonneur est
attaché au cycle, tandis que I’acidité augmente dans le cas d’un groupe électroattracteur
(Pezzola et al., 2022).

11.3.4. Le pouvoir réducteur :
Les phénols sont des composés réducteurs ; ce qui signifie qu’ils ont une bonne
aptitude a céder un électron. Dans le cas de la fonction phénol, la perte d’un électron est
immédiatement suivie de la perte d’un proton pour conduire a la formation d’un radical

aryloxyl (Fig. 16-A). Ce dernier est stabilisé par la possibilité de délocalisation de I’électron
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Figure 15. Structure chimique des proanthocyanidols dimériques de type B (Tong et al.,

2002).
A
0O-H o
O
©/ ol _ @ +H ' +1¢
Phénol Radical aryloxyl
B
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Figure 16. Formation du radical aryloxyl suite a I’oxydation du phénol (A) et
stabilisation de ce radical par ses formes mésomeres (B) (Cai et al., 2004).
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libre sur plusieurs autres sites du noyau aromatique (Fig. 16- B). Méme si d’autres mécanismes
existent, cette propriété est largement responsable du caractere antioxydant des polyphénols
car le faible potentiel rédox du couple phénol/radical aryloxyl permet des réactions rapides
avec les espéces réactives de I'oxygeéne (ERO) telles que les radicaux oxyl (RO.) et peroxyl

(ROO.) (Cai et al., 2004).

11.4. Voies de biosynthése des composés phénoliques
11.4.1. Voie de I’acide shikimique

La voie du shikimate, constitue le point de départ de la plupart des polyphénols
végétaux. C’est une voie qui lie le métabolisme des hydrates de carbone a la voie de
biosynthése des composés phénoliques (Zagoskina et al., 2023) et assure la synthese des acides
amines aromatiques : tyrosine, tryptophane et phénylalanine, essentiels a la synthese protéigue,
et précurseurs des voies de biosynthese de nombreux métabolites secondaires indoliques chez
les plantes (Hu et al., 2022).

La majeure partie des composés aromatiques, constitués de phénylpropanoides dérivent
de la phénylalanine, qui par désamination par une enzyme clé (la phénylalanine ammonia-lyase
(PAL)), conduit a la formation de I’acide cinnamique, carrefour métabolique intermédiaire
entre le métabolisme primaire et secondaire et précurseur direct des phénols (Fig. 17) (Gravot,
2009).

11.4.2. Voie de I’acide malonique

Principale voie de biosynthése des produits phénoliques chez les champignons et les
bactéries, elle conduit a la formation de certaines quinones végétales et diverses
phénylpropanoides a chaine latérale allongée (Romani et al., 2014).

Présentant des similitudes avec la synthése des acides gras, elle consiste en la cyclisation
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des chaines polycétoniques, obtenues par condensation de groupements acétates. C’est une voie
qui impliquerait I’acétyl-CoA et le malonyl-CoA en tant qu’intermédiaires dans les étapes
cruciales de biosynthése (Fig.18) (Zagoskina et al., 2023).
11.5. Activités biologiques des polyphénols
11.5.1. Activité antioxydante

L'activité antioxydante est lI'une des propriétés les plus appréciées des polyphénols qui
agissent sur les radicaux libres et, ainsi, permettent de lutter naturellement contre I’oxydation
des cellules et ralentir ainsi le vieillissement et la mort cellulaire. Les radicaux libres, définis
comme étant des atomes désequilibrés, sont des substances inévitables a 1’organisme mais qui
restent inoffensives tant qu’ils sont en faible quantité.

Cependant, quand ces substances se trouvent en excés, il se crée un stress oxydatif (qui
se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de 1’oxygéne et les
capacités cellulaires antioxydantes) qui peut étre a lorigine de plusicurs maladies
dégenératives et serait par la suite impliqué dans plusieurs maladies chroniques
cardiovasculaires, inflammatoires et carcinogenes.

L’introduction de polyphénols aux propriétés anti-radicalaires, permettent de lutter
contre la formation de radicaux libres en excés dans 1’organisme par plusieurs mécanismes
d’action dont :

- Le piégeage direct des especes réactives de ’oxygene (ERO), interrompant ainsi la
cascade des réactions conduisant a la peroxydation des lipides ;

- La suppression de la formation des ERO par I’inhibition de quelques enzymes ou par
la chélation des ions métalliques impliqués dans leur production ;

- La protection des systémes de défense antioxydants de I’organisme (individuellement

ou par action synergique avec d'autres antioxydants) (Rudrapal et al., 2022).
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Figure 17. Quelques composés phénoliques issus des voies générales de phénylpropanoides et
de shikimate (Gravot, 2009).
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Figure 18. Voie de I’acide malonique responsable de la synthése de quelques métabolites
secondaires (Zagoskina et al., 2023).
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I1 faut noter que certains composés phénoliques expriment un potentiel pro-oxydant qui ne doit
pas étre négligé.

Outre les propriétés antioxydantes, de nombreux polyphénols (en particulier les
flavonols et les tanins), ont aussi montré une activité antimicrobienne potentielle contre
plusieurs agents pathogénes (Ferrazzano et al., 2011).

Par divers mécanismes d’action, ces composés peuvent interférer avec la physiologie
des bactéries par intercalation dans la membrane et pénétration jusqu’au cytoplasme ou par
perturbation du métabolisme influencant ainsi les propriétés colonisatrices des germes
pathogenes (Coppo et Marchese, 2014).

En s’intercalant dans la membrane, les composés phénoliques interferent avec les
fonctions membranaires et suppriment certains facteurs de virulence, notamment les enzymes,
les toxines et les récepteurs de signaux responsables de la formation des biofilms bactériens
(Calixto et Perez-Jiménez, 2018).

En atteignant le cytoplasme, ils peuvent agir comme des acides en acidifiant le milieu
interne des cellules. Cette acidification du cytoplasme entraine une altération des fonctions
enzymatiques et/ou des molécules structurelles ainsi qu’une perte d’énergie nécessaire a
I'efflux des protons (Chen et al., 2024).

Pour d’autres polyphénols, un autre mécanisme d’action antimicrobien a été rapporté.
I1 s’agit de la perturbation du métabolisme par I’inhibition de la synthése des acides nucléiques
accompagnée le plus souvent d’une dégradation de I’ADN ou par I’inhibition du métabolisme
énergétique causé par le blocage de I’enzyme NADH Cytochrome-C-réductase ou de ’ATP
synthétase (Chen et al., 2024). Certains polyphénols ont également démontré un effet
synergique avec certains antibiotiques comme les catéchines qui modulent la résistance de
certaines souches multi-résistantes comme Staphylococcus aureus et Escherichia coli aux p-

lactamines (Coppo et Marchese, 2014).
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11.5.3. Activité antivirale

Les flavonoides sont I'une des principales classes de polyphénols ayant une activité
antivirale importante comme la quercétine, le kaempférol et la rutine. 1l a été constaté que les
flavonols sont plus actifs que les flavones contre le virus de I'herpés simplex de type 1 et le
virus VIH. Une synergie a également été rapportée entre les flavonoides et d'autres agents
antiviraux (Kamboj et al., 2012).

La Quercétine, par exemple, potentialise les effets de la 5-éthyl-2’-dioxyuridine
(EUdR) et de I’acyclovir (médicaments antiviraux) contre I’infection par le HSV (virus de
I’herpes) et la pseudorage (aussi appelée maladie d’Aujeszky, responsable d’une affection
neurologique et respiratoire chez les porcs) (Pol et Le potier, 2011). L’apigénine (un autre
flavonoide) renforce également I’activité antivirale de I’acyclovir contre ces virus (Kamboj et
al., 2012).

Le tableau 2 énumere quelques-uns de ces composés phénoliques a activité antivirale

(dont I’acide gallique, ellagique et catéchique) agissant sur quelques types de virus bien définis.

11.5.4. Activiteé anti-inflammatoire

Les données actuelles soutiennent I'idée que différents polyphénols peuvent exercer des
effets anti-inflammatoires par des activités de pieégeage des radicaux, la régulation des activités
cellulaires dans les cellules inflammatoires et la modulation des voies de signalisation et des
évenements transcriptionnels impliqués dans le processus d’inflammation (inhibition
d’enzymes associées a des propriétés pro-inflammatoires) (Bucciantini et al., 2021).

Des preuves solides provenant d'expériences avec des composés phytochimiques
naturels se sont avérés moduler différents médiateurs inflammatoires tels que les métabolites
dérivés de l'acide arachidonique, divers peptides, acides aminés excitateurs et cytokines

(Hussain et al., 2016).
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A cet effet, les polyphénols en tant qu’aliments fonctionnels démontrés pour atténuer et
inverser la production de fractions pro-inflammatoires impliquées dans la progression de
plusieurs maladies, attirent de plus en plus I’attention et sont proposés aujourd’hui comme un
outil qui offre des avantages par rapport aux anti-inflammatoires classiques avec moins d’effets
secondaires (Collin and Crouzet, 2011).

11.6. Domaines d’application des polyphénols
11.6.1. L’agroalimentaire
Par leurs proprietés antiseptique, antioxydante, antibactérienne et antifongique, les

polyphénols peuvent avoir une incidence sur la conservation des aliments dont I’état de

conservation doit étre le plus parfait possible tout au long de leur cycle de vie.

Tableau 2. Composés phenoliques a activité antivirale (Kamboj et al., 2012).

N® Types de virus Composés phénoliques antiviraux
] Virus de la rage Quercétine, rutine
2 WVirus de la para-grippe Quercétine, rutine
3 | Virus de I'herpés type — 1 Galangine, quercétine, kaemptérol, ampgénine, chrysine
4 | Virus de la pomme de terre Quercétine, rutine, morine
5 | Virus de la gnippe Quercétine, rutine
6 | Virus de 'herpés type - 2 Quercétine, chrysine
T | Virus de la respirabion Quercétine, Naringine
& | Virus de I'immunodéficience Apigémne, acide catéique
9 | Virus azesky Quercéting, morne, apigénine, Lutéoline
10 | Virus de la poho Quercétine
11 [ Virus de la mangue Quercétine
12 | Virus de la pseudorage Quercétine
3 | Virus de la dengue Acide ellagique, ruting, quercétine
14 | Cytomégalovirus humamn Kaempférol, chrysine
15 [ Virus Coxsachie B Galangine, Kaempférol, chrysine
16 | Virus de I'hépatite A et B Acide ellagique
17 | Virus de la diarrhée épidémigue porcine Quercétine — 7 — rhamnoside
18 [ Rotavirus Kaempférol, chrysine
19 | Coronavirus Kaempférol, chrysine
20 | Virus Sindbis Catéchine
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Les nombreuses applications expérimentales des composés phénoliques en industrie
alimentaire ont démontré qu’ils sont bien adaptés pour étre utilisés comme conservateurs,
procurant ainsi un effet protecteur contre la détérioration de 1I’aliment. IIs pourraient constituer
une alternative valable par rapport aux additifs alimentaires synthétiques (Martillanes et al.,
2017).

L’emballage bioactif est une autre stratégie innovante ol les composés phénoliques
peuvent jouer un role important pour améliorer I’évaluation globale et prolonger la durée de
conservation des produits commerciaux. Ces emballages issus des films bioactifs respectueux
de ’environnement, peuvent remplacer ceux en plastique derivés du pétrole (Kaewprachu et
al., 2018).

Egalement liés a la fourniture de différentes saveurs et couleurs aux divers produits
alimentaires, les polyphénols apparaissent aussi comme un choix parfait en tant que colorant
naturel par rapport aux colorants synthétiques précédemment utilisés. Ils se sont vus récemment
inclus dans la classe des prébiotiques en raison de leur capacité d’interagir avec la flore
intestinale de I’hote (De Araujo et al., 2021).

11.6.2. Le cosmétique

Les effets bénéfiques des polyphénols en tant qu'ingrédients fonctionnels ont suscité
une attention considérable chez les industriels du cosmétique ces derniéres années. En
conséquence, de nombreux produits de soin de la peau (dits cosméceutiques) ont été
développés a base d'extraits végétaux enrichis en polyphénols (Zillich et al., 2015).

Souvent considérés comme des molécules anti-ages, les polyphénols ont prouvé leur
efficacité grace a leurs effets antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien. Ajoutés a ces
propriétés, ils présentent également un large éventail de propriétés cyto-protectrices, diminuant

I’influence des rayons UV et la pollution des parois capillaires.
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Leur utilisation potentielle comme inhibiteurs du vieillissement ou méme de la
carcinogenese cutanée dans des nouvelles formules dermo-cosmétiques, est aujourd’hui
envisagée dans certaines cremes et autres produits de soins (Szewczyk et Zgérka, 2019).

11.6.3. L’industrie pharmaceutique

Vue lefficacité prouvée des polyphénols dans la lutte contre les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives et certains cancers, plusieurs brevets et publications ont
revendiqué leur utilisation dans des formulations pharmaceutiques et en phytothérapie
(Hennebelle et al., 2004).

Principe actif de nombreux médicaments, ils sont utilisés par les industriels comme
protecteur vasculaire ou pour lutter contre les radicaux libres liés au phénomeéne d’oxydation
(Vercauteren et al., 1998). On les trouve aussi sous forme d’hydrogels pour la libération

contr6lée de médicaments ou de nutraceutiques (De Araujo et al., 2021).
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I11.1. Matériels
111.1.1. Matériel végétalL
111.1.1.1. Le cceeur d'artichaut
L'espece végétale étudiée est Cynara scolymus L., une plante potagere appartenant a la

famille des Astéracées. Elle a été récoltée en mars 2020 dans la commune d'Ouled-Maalah (36°
00’ 25" Nord, 0° 35" 31" Est) (wilaya de Mostaganem). Seules les capitules ont été récoltés.

Une fois la récolte terminée, la partie comestible (le réceptacle) a été séparée des
feuilles, des bractées externes et des tiges, qui ont ensuite ét€ ¢liminées. Le cceur d'artichaut est
la partie de la plante qui a fait I'objet de cette étude.

Les coeurs d'artichaut ont été triés et séchés a l'air libre devant une source de chaleur,
dans un endroit sec et ventilé, pendant trois jours pour diminuer I’activité¢ de I’eau et ainsi
empécher le développement des micro-organismes.

La matiere séchée a été broyée a l'aide d'un moulin a café électrique pour obtenir une
poudre trés fine facilitant son utilisation. Apres broyage, la poudre a été soigneusement
conservée dans des pots en verre hermétiquement fermés, a température ambiante, a I'abri de
I'air, de I'numidité et de la lumiére afin de préserver ses qualités.

111.1.1.2. Les gousses de caroube

Les gousses de caroube (Ceratonia siliqua L.) utilisées dans notre expérimentation ont
été collectées dans la région de Chlef (36° 10’ Nord, 1° 20’ Est) en mois de janvier 2021. Aprés
avoir été séchées, les gousses ont été concassees pour séparer les graines de la pulpe. La pulpe
a subi par la suite un broyage a l'aide d'un broyeur électrique, tamisée a travers un tamis fin
pour obtenir une poudre trés fine. Cette derniere a été conservée dans des bocaux en verre dans
un endroit sec.

111.1.2. Matiere animale, souches bactériennes et rats expérimentaux
111.1.2.1. Carapaces de crevette

C’est a partir de 8 Kg de déchets de poissons récupérés au niveau de plusieurs
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restaurants de la pécherie de la ville de Mostaganem que 1’on a tri¢ 1 Kg de carapaces de
crevette.

111.1.2.2. Les souches bactériennes

Huit souches de bactéries pathogénes de référence appartenant a la collection américaine
ATCC (American Type Culture Collection) et aimablement fournies par le laboratoire de
microbiologie du département des sciences pharmaceutiques de Messine en Italie ont été
utilisées dans notre expérimentation. Il s'agit de Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Bacillus subtilis (ATCC 6633), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus epidermis
(ATCC 49139), Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), Carnobacterium sp (ATCC 20730).
Une neuvieme souche pathogéne, Shigella sp, isolée dans notre laboratoire a également été
retenue dans cette expérience.

Deux autres souches bénéfiques, Bifidobacterium animalis subsp lactis (Bb12)
provenant de I'unit¢ Mixte de recherches UMR 910 de I’institut MICALIS Jouy-en-Josas
(France), et Lactobacillus plantarum, isolée dans notre laboratoire ont également fait 1’objet de
cette expérience.

111.1.2.3. Les rats expérimentaux

Les rats utilisés dans cette expérience sont de la souche "Wistar" agées de 7 semaines et
pesant 150 a 200g et nous ont été fournis par l'institut Pasteur d'Alger. Ils sont gardés dans des
cages en plastique de 55cm de longueur, 33 cm de largeur et 19 cm de hauteur placées dans une
piéce correctement aérée, a température contrélée (25 = 1 °C) et sous un cycle nychtéméral de
12h et une humidité relative de 55 + 10%. Les rats sont nourris ad libitum avec de 1’aliment
granulé standard fourni par la société de fabrication d’aliments pour animaux d’expérience
(Bouzzareah, Alger). IIs ont regu I’eau a volonté et ont été maintenus pendant une semaine en

adaptation avant le démarage de 1’expérience.
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111.2. Méthodes

111.2.1. Analyses physico-chimiques de la poudre de cceur d'artichaut et de la pulpe de

gousse de caroube

111.2.1.1. Dosage de la cellulose brute
La méthode de Weende a éte utilisée pour mesurer la teneur de cellulose brute (CB).

Pour ce faire, 1g de poudre de végatal a subi deux hydrolyses successives a chaud pendant 30

min chacune. La premiére hydrolyse a été réalisée avec de I'acide sulfurique (H2SOa4) 0.26N,

tandis que la seconde a éte effectuée avec de I'hydroxyde de potassium (KOH) 0.23N Apres

I'nydrolyse, les échantillons sont etuvés a 105°C, puis calcinés a 550°C dans un four a moufle.
Le taux de cellulose brute (CB en %) est calculé par la formule suivante :

Pse — Psf
pe X Ms

CB (%) = [ % 100

Avec CB : Cellulose brute exprimée en % par rapport a la matiére seche.
Ms : Matiére seche exprimée en %
Pse : Poids de I'échantillon a la sortie de I'étuve en g.
Psf : poids de I'échantillon a la sortie du four a moufle en g.

Pe : poids de la prise d'essai en g.

111.2.1.2. Détermination de la teneur en cendres

Pour déterminer le taux de cendres, 2 g déchantillon sont placés dans des creusets en
porcelaine, puis incinérés dans un four a moufle a une température de 550 °C pendant 5h,
jusqu'a ce que I'échantillon prenne une couleur gris clair ou blanchatre. Ensuite, les creusets
sont refroidis dans un dessiccateur et leur poids final est mesuré. Le taux de cendres est calculé

en utilisant la formule suivante :

Taux des cendres (%) = (M1 - M2) / P x 100
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M1 : Masse (en g) du creuset et la matiére séche avant 1’incinération.

M2 : Masse (en g) du creuset avec les cendres.

P : La masse (en g) de la prise d’essai.

111.2.1.3. Dosage des protéines

La méthode de Kjeldhal a été utilisée pour déterminer la teneur en protéines. Cette
méthode comporte trois étapes :

Etape 1 : Digestion de ’échantillon (1 g dans notre expérimentation)

Lors de la digestion, la matiere organique subit une oxydation dans l'acide sulfurique
concentreé a haute température, en présence d'un catalyseur (le sélénium), ce qui conduit a la
transformation de I'azote protéique en azote ammoniacal.

L"acide sulfurique permet d'oxyder la matiere organique et de transformer l'azote
protéique en ammoniac NHz, mais il est également utilisé pour piéger I'ammoniac gazeux sous
forme de sulfate d'ammonium (NH4).SO4. Ce processus s'effectue par réaction de la base avec
I'acide. L'ajout de sélénium a pour objectif d'abaisser le point d'ébullition de la solution, ce qui
accéleére la réaction de minéralisation de la matiere organique.

Etape 2 : Distillation de ’ammoniac

Pour distiller I'ammoniac (NHs) avec de la vapeur d'eau, il est nécessaire de la déplacer
de sa forme sel (NH4)2SO4 en ajoutant une solution concentrée de soude NaOH en exces.
Ensuite, I'ammoniac est distillé avec de la vapeur d'eau et piégé dans une solution d'acide
borique, ou il réagit pour former des sels de borate d'ammonium.

Etape 3 : Titrage de ’'ammoniac

Les sels de borate d'ammonium obtenus sont par la suite titrés directement en utilisant
une solution standardisée d'acide sulfurique 0.1N en présence de l'un indicateur coloré de
Tashiro. On procéde ensuite a la préparation d'un blanc en utilisant tous les réactifs, a

I'exception de I'échantillon.
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Expression des résultats
L'azote total est calculé comme suit : N (%) = (T - B) x N x 1,401
Avec : T : mL d'échantillon titré, B : mL d'échantillon titré a blanc, N : normalité de

I’acide. Taux de protéines = N x 6,25
111.2.1.4. Dosage de la matiere grasse

La méthode d'extraction semi-continue a chaud des lipides consiste a utiliser lI'appareil
Soxhlet en utilisant de I'hexane (AOAC, 1995). 10 g de poudre de végétal sont placés dans
une cartouche de cellulose et insérés dans l'extracteur Soxhlet, obstrué par un morceau de
coton. L'extraction est effectuée en utilisant 150 mL d'hexane pendant 4h, apres quoi les
lipides sont pesés une fois le solvant éliminé au rotavapor a 60°C. Dans le cas ou I'échantillon
contient 8 a 10% d'humidité, il est necessaire de procéder a un séchage a l'aide d'une étuve a

105°C (Moussaoui et al., 2020). Le taux de lipides (TL) est déterminé en utilisant la formule

P2-P1
Po

suivante : TL (%) = [ ] x 100

Avec : TL (%) : Taux de lipides, Po : Poids de la prise d’essai (g), P1 : Poids du ballon vide (g),
P2 : Poids du ballon + matiére grasse (g).
111.2.1.5. Dosage des glucides

La détermination des glucides totaux a fait appel a la méthode phénol-acide sulfurique
décrite par Dubois et al. (1956). Lorsqu'ils sont exposés a de I'acide sulfurique concentré, les
oses subissent une déshydratation pour former des composés furfuriques. Ces produits
réagissent avec le phénol pour donner des complexes de couleur jaune-orangé qui absorbent a
485nm. Dans notre cas, 1g de poudre végeétale séchée est mélangé avec 1 mL d'une solution de
phénol 5% (P/V) et on y ajoute 5 mL d'acide sulfurique concentré avant de laisser réagir 30 min

a température ambiante. L'absorbance est mesurée a 485 nm. L’utilisation d’une courbe
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d'étalonnage établie avec différentes concentrations de glucose (0.02, 0.04, 0.06, 0.08 et 0,1

mg/mL) permet de déterminer la concentration en sucres totaux.
111.2.1.6. Détermination de la teneur en eau

La détermination de la teneur en eau a été réalisée par dessiccation de 2 g d'échantillon
dans un creuset en porcelaine placé dans une étuve a une température de 103°C + 2°C jusqu'a
’obtention d’un poids constant, conformément a la méthode d’Audigie et al. (1978). La teneur

en eau est calculée en utilisant la formule suivante :
H (%) = (M1 - M2) / P x 100

Avec: H% : Teneur en eau, M1 : Masse (en g) du creuset en porcelaine avec 1’échantillon
avant le sechage, M2 : Masse (en g) du creuset avec 1’échantillon apres le séchage. P : Masse

(en g) de la prise d’essai.

I11.2.2. Méthodes d’extraction et de dosage des composés phénoliques de cceur

d'artichaut et de la pulpe de gousse de caroube

I11.2.2.1. Les extractions de polyphénols
L’extraction des polyphénols de cceur d’artichaut et de caroube a été faite par
deux solvants différents, I’eau distillée (AQE) et le méthanol (MetE). Pour ce faire, des
suspensions aqueuses et méthanoliques de poudre de ces deux végétaux de 10% (P/V) (10g
dans 100 mL de solvant) sont laissées sous agitation modérée pendant 14h avant d’étre filtrées
sur papier Whatman N°1. Le solvant du filtrat est ensuite évaporé sous vide dans un évaporateur
rotatif a 40°C pour I’eau et a 30°C pour le méthanol (Parekh et Chanda, 2007).
111.2.2.2. Dosage des polyphénols
Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits aqueux et méthanolique de coeur

d'artichaut et de pulpe de caroube dont été déterminées par la méthode au réactif de Folin-
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Ciocalteu décrite par Singleton et al. (1999). 1 mL de l'extrait a été mélangé avec SmL d’eau
distillée et 1mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois auquel on ajoute 8 mL d’une solution
de bicarbonate de sodium a 75 g/L. Les tubes ont été agités et incubés a température ambiante
dans l'obscurité pendant 2h avant de mesurer l'absorbance a 765 nm a laide d'un
spectrophotometre UV-visible. La concentration des polyphénols dans les échantillons a été
déduite a partir d'une courbe d'étalonnage standard de l'acide gallique. La teneur totale en

polyphénols des extraits a été exprimée en mg GAE pour 100 g d'extrait.

111.2.2.3. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique de coeur d'artichaut et
de pulpe de caroube ont été déterminées selon la méthode décrite par Woisky et Salatino (1998),
qui consiste a meélanger 1 mL d'extrait (1 mg/mL) avec 4 mL d'eau distillée, 0.3 mL de chlorure
d'aluminium 10% (p/v) et 0.3 mL de nitrite de sodium 5% (p/v). Les mélanges ont été laissés a
température ambiante pendant 5 min, puis 2 mL d'hydroxyde de sodium 1M ont été ajoutés.
Chague mélange réactionnel a ensuite été dilué avec 10 mL d'eau distillée. L'absorbance a été
mesurée a 510 nm. La concentration des flavonoides dans les extraits a été déduite par
exptrapolation a partir d'une courbe d'étalonnage standard de quercétine et les résultats sont

exprimés en mg QE pour 100 g d'extrait.

111.2.3. Extraction et analyse du chitosane

111.2.3.1. Préparation de la chitine et obtention du chitosane.

Les déchets de carapaces de crevettes ont été d'abord séparés de la chair et lavés a l'eau
du robinet. Ils ont ensuite été séchés a température ambiante jusqu'a poids constant et broyés

en poudre.
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111.2.3.1.1. Déminéralisation et déprotéinisation de la chitine

La chitine a été obtenue par déminéralisation et déprotéinisation de la poudre de déchets
de carapaces de crevette en utilisant le protocole décrit par Youcefi et Riazi (2014). Les
carapaces en poudre ont été déminéralisées avec une solution d'HCI a 2 M dans un rapport de
1/15 (p/v). La poudre a été ajoutée lentement dans la solution d'HCI et agitée pendant 12h a
température ambiante. L'acide a été ensuite éliminé par filtration et I'échantillon a été lavé
continuellement jusqu'a ce que le pH de I'eau soit neutre, et ensuite séché pendant une nuit a
30°C.

L'étape de déprotéinisation a été réalisée en utilisant une solution de NaOH a 3% (P/V)
dans un rapport de 1/10 (p/v) entre les déchets de carapaces déminéralisées et le solvant. Le
mélange a ensuite été chauffé a 90°C et agité pendant 1 heure. La chitine obtenue a été filtrée
et lavée continuellement jusqu'a ce que le pH de I'eau soit neutre, et ensuite séchée pendant une
nuit a 50°C.

111.2.3.1.2. Désaceétylation de la chitine

L'étape de desacétylation consiste a transformer la chitine en chitosane en enlevant le
groupe acétyle de la chaine polymere de chitine pour produire un groupe amine. Elle est réalisée
selon la méthode décrite par Youcefi et Riazi (2014). La chitine a été ajoutée a une solution de
NaOH a 50% dans un rapport de 1/20 (P/V) chauffée a une température de 60°C pendant 8
heures avec agitation. Le mélange a ensuite éte filtré et le chitosane obtenu a été lavé jusqu'a ce
que l'eau atteigne un pH neutre. Il a ensuite été séché pendant une nuit a 50°C, puis broyé en
une fine poudre et stocké dans des bouteilles.

111.2.3.2. Analyse du chitosane
111.2.3.2.1. Détermination de la teneur en humidité
La teneur en humidité (TH) du chitosane a été déterminée par la méthode gravimétrique

telle que décrite par Olafadehan et al. (2021). Un échantillon de chitosane préalablement pesé
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a été séché a 100°C jusqu'a poids constant. La teneur en humidité (%) a été calculée en utilisant
I'équation (1)
Mc (%) = (=) x 100 (1)

ou W et w sont les poids de I'échantillon de chitosane avant et apres le séchage,

respectivement.
111.2.3.2.2. Détermination de la teneur en cendres.

La teneur en cendres du chitosane (TC) a été déterminée selon la méthode décrite par
Olafadehan et al. (2021). 1 g de chitosane a été placé dans une coupelle en céramique
préalablement pesée et placé dans un four a moufle a une température de 600°C pendant 2 h.
La coupelle a été laissée refroidir dans un dessiccateur pendant 30 minutes, puis pesée. Cette
opération a été répétée jusqu'a l'obtention d'un poids constant de cendres. La teneur en cendres

(%) a eté déterminée en utilisant I'équation (2) :

C(%):l wi

100—MC
WCX( 100 )

X100 (2)

Ou W1 et Wc sont les poids du résidu et de I'échantillon de chitosane, respectivement.

MC est la teneur en humidité du chitosane (%).

111.2.3.2.3. Détermination de la teneur en protéines
La détermination de la teneur en protéines du chitosane a été réalisée par la méthode de
Lowry et al. (1951). L'albumine sérique bovine (BSA) a été utilisée comme protéine étalon. Le
chitosane a été dissous dans une solution d'acide acétique (0.1 M) a une concentration de 1
mg/mL. L'absorbance du mélange a été mesurée par spectrophotométrie a 720 nm. La

concentration en protéines du chitosane a été calculée a lI'aide de la courbe d'étalonnage.

Chapitre 111. Matériels et Méthodes

55



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composés
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

111.2.3.2.4. Mesure de la viscosité moyenne et du poids moléculaire
La viscosité moyenne-poids moléculaire (Mw) du chitosane extrait et dissous dans un
mélange d'acide acétique 0.1M et d’acétate de sodium 0.1M a été déterminé par la méthode
décrite par Sugiyanti et al. (2018) en utilisant un viscosimetre de marque Brookfield Digital
viscometer SNB-1, USA). La viscosité moyenne et le poids moléculaire (PM) a été calculée en
utilisant les paramétres de Mark-Houwink comme suit : [n] = [k.(Mw).a.
Ou [n] est la viscosité intrinséque, Mw est le poids moléculaire (PM) moyen en viscosité, k et

a sont des constantes (k = 0.078 cm3.g-1 et a = 0.76).

111.2.3.2.5. Détermination du degré desacétylation
Le chitosane extrait a été caractérisé par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) (Bruker Alpha-T) dans l'intervalle de 400 a 4000 cm™. 10 g de chitosane ont été
mélanges avec 100 g de bromure de potassium (KBr), ensuite comprimes pour préparer des
disques de sel (10 mm de diameétre). Ces derniers ont été conditionnés dans un dessiccateur
placé dans un four a 80°C pendant 16h avant l'analyse pour la lecture du spectre. Les
absorbances entre 1655 et 3450 cm™ ont été utilisées pour calculer le degré de désacétylation

selon I'équation ci-dessous :

A1655 cm—1

__A3450cm-1
100 133 X100

I11.2.4. Méthodes in vitro d’exploration des propriétés antioxydandes des extraits phénoliques

de cceur d’artichaut et de pulpe de caroube, du chitosane et de leur association.

111.2.4.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH des extraits d'artichaut, du chitosane

et de leur association a été déterminée selon la méthode originale de Blois (1958).
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Il est & noter que le DPPH (diphényl-picryl-hydrazyl) est un radical libre caractérisé par
une couleur violette qui se transforme en jaune lorsqu'il est réduit en diphényl-picryl-hydrazine
par un donneur de proton (représenté ici par I'antioxydant). Le produit de réduction du DPPH
présente une absorbance maximale a 517 nm, laquelle est proportionnelle a la capacité de

I'antioxydant a fournir des électrons et & neutraliser les radicaux libres.

Pour ce faire, les extraits de cceur d’artichaut ou de caroube, le chitosane et ’acide
ascorbique comme antioxydant standard ont éte testes a différentes concentrations (30, 60,
90 et 250 pug/mL). L'association de l'extrait végetal avec le chitosane a éte réalisee en utilisant
un melange de ces deux substances. Ainsi, 1puL d'extrait vegétal, de chitosane ou de leur
association a été additionné a 1000 pL d’une solution méthanolique mere de DPPH (0,06
mM). L'absorbance des échantillons et du témoin a 517 nm a été lue au spectrophotométre
aprés une incubation de 30 min dans l'obscurité. Le pourcentage d'inhibition de DPPH ou
activité antiradicalaire des extraits a éteé calculé en utilisant la formule:

I (%06) = (Atsmoin —Aéchantillon)/Atémoin) X100
Avec: | (%) : pourcentage d'inhibition du radical DPPH
Avec : Awmoin . absorbance du témoin (blanc), Aschantilion : absorbance de 1’échantillon (extrait

végetal, chitosane ou acide ascorbique) testé

La concentration de I’extrait assurant 50 % d'inhibition du DPPH (IC50 : mg/mL) a

été obtenue a partir de I'algorithme de la courbe représentant le pourcentage d'inhibition en

fonction de la concentration de ’antioxydant.
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111.2.4.2. Test de blanchiment du f-caroténe

Le test du blanchissement du B-caroténe a été réalisé selon la méthode de Kelin et
Tepe (2008). 1l s'agit du pouvoir des métabolites secondaires contenus dans l'extrait végeétal
ou le chitosane a neutraliser l'oxydation du B-caroténe par les peroxydes lipidiques de I'acide
linoleique, ce qui entraine sa décoloration.

On procede a la dissolution de 0.5 mg de B-caroténe dans un mélange de 1 mL de
chloroforme, 25 pL d'acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Ensuite, le chloroforme a été
complétement évaporé sous vide. Le mélange obtenu a été dilué avec 100 mL d'eau distillée
saturée en oxygene tout en assurant une agitation vigoureuse afin de former une émulsion
stable. Apreés cela, 2.5 mL de I'émulsion fraiche obtenue ont été ajoutes dans différents tubes
a essai contenant 350uL de différentes concentrations (30, 60, 90 et 250 pg/mL) d'extrait
vegétal, de chitosane ou du mélange des deux dans un rapport de 1, ou encore d’acide
ascorbiqgue comme antioxydant standard. Ces tubes ont été ensuite laissés incuber a
température ambiante pendant 48h. L'absorbance des mélanges a été mesuree a 490 nm.
Enfin, I'Activité Antioxydante Relative (AAR) a été calculée selon la formule :

AAR = ((Atemoin — Aéchantilion)) / Atémoin) X 100

Avec: Awmoin : absorbance du témoin, Aechantilion : absorbance de 1’échantillon extrait ou de

I’acide ascorbique.

I11.2.5. Détermination de P’activité antimicrobienne des extraits phéoliques de cceur

d’artichaut et de pulpe de caroube, du chitosane et de leur association.

111.2.5.1. Les souches microbiennes utilisées
Les souches microbiennes utilisées sont au nombre de 8 et comportent 6 bactéries

pathogénes ATCC (American Type Culture Collection) et 2 bactéries bénéfiques,

Chapitre 111. Matériels et Méthodes



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composés
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

Il s'agit de Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922) et Staphylococcus epidermis (ATCC 49139) pour les souches pathogénes ;
et de Bifidobacterium animalis ssp lactis Bbl2 (CHR Hansen, Denmark) et Lactobacillus
rhamnosus LbRE-LSAS (LMBAFS) pour les bactéries bénéfiques.

111.2.5.2. Réactivation des souches microbiennes

Les six souches bactériennes pathogénes de notre expérimentation ont été revivifiées
avant leur utilisation a 37°C durant 16h dans un bouillon Muller-Hinton (MHB ; Fluka) ; alors
que les 2 bactéries bénéfiques ont €ete revivifiées dans un mileu MRS a 37°C pendant 24h. La
densité des cultures a été ajustée a la turbidité de 0,5 standard McFarland (équivalent & 10°
UFC/mL) en utilisant le méme milieu de culture (MHB) suivie d'une lecture de l'absorbance a
600 nm.

111.2.5.3. Mesure de P’activité antimicrobienne

L'activité antibactérienne des extraits végéetaux, du chitosane ou de leurs combinaisons
a été evaluée sur I'ensemble des bactéries étudiees en utilisant la méthode de diffusion sur
disque (Perveen al., 2012). Pour ce faire, des disques de papier filtre stérile ont été imbibés de
20 pL d'extraits d'artichaut (aqueux et méthanolique), de chitosane ou de leurs combinaisons
(1/1), puis placés sur des boites de Petri distinctes contenant chacune une gélose Muller-Hinton,
ensemenceées par I'une des 8 souches bactériennes séparément (6 pathogénes + 2 bénéfiques).
Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 37°C. Apres 24h, les diametres des zones
d'inhibition ont été mesurés en millimetres.

111.2.5.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible concentration

d'agent antimicrobien a laquelle aucune croissance bactérienne visible n'est observée aprés 24h

d'incubation a 37 °C. Dans le cadre de notre recherche, des volumes variables d'extraits
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végétaux, de chitosane ou de leur mélange au chitosane, dans un rapport égal a 1, ont été mis
dans des tubes a essai afin d'obtenir une progression géométrique de gradient égale a 2 et allant
de 0 a 50 mg/mL. Ensuite, 1 mL de chaque dilution a été mélangé avec 10 pL d'une suspension
bactérienne (1028 UFC/mL) et 19 mL de MHB. Les concentrations finales obtenues
correspondent a 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 et 0.01 mg/mL. Tous les tubes
ont été incubés pendant 24h a 37 °C. La croissance bactérienne a été examinée par observation

visuelle suivie d'une inoculation sur gélose MHB.

111.2.6. Détermination de I’activité anti-inflammatoire de I'extrait phénolique aqueux
de ceeur d'artichaut, du chitosane et de leur combinaison.

111.2.6.1. Activité anti-inflammatoire in Vitro

111.2.6.1.1. Activité anti-hémolytique de I’extrait phénolique aqueux

La préparation des suspensions érythrocytaires a été effectuée selon la méthode décrite
par Gandhidasan et al. (1991) a partir de sang humain prélevé sur des volontaires sains. Les
échantillons de sang ont été centrifugés a 3000 tours par minute pendant 10 min. Apres cette
étape, le surnageant a été éliminé et le culot de globules rouges a été récupéré, ensuite lavé trois
fois avec de I'eau physiologique tout en assurant une centrifugation a 3000 tours par minute
pendant 5 minutes a chaque fois, afin d'obtenir un culot érythrocytaire purifié a partir duquel
une suspension érythrocytaire de 10% a été préparée en mélangeant 1 volume de culot avec 9

volumes de tampon phosphate salin (PBS).

Le but de cette manipulation, conduite selon la méthode décite par Govindappa et al.
(2011), est d’explorer I’effet des polyphénols, du chitosane ou de leur association sur la

stabilisation des hématies vis-a-vis de I’hémolyse induite par la chaleur.
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Dans des tubes d'hémolyse, 50uL de suspension érythrocytaire a 10% précédemment
préparée et 50ul de chaque extrait a tester a différentes concentrations pour chacun ont été
ajoutés (500, 250, 125 et 62.5 pg/mL), suivis d'ajout de 2.95 mL de tampon phosphate salin
PBS.

I importe de noter que le diclofénac sodique a été utilisé comme référence standard
(contrble positif) avec les mémes concentrations (500, 250, 125 et 62.5 pg/mL). Ces mélanges
réactionnels ont étés chauffées a 54°C pendant 20 min, puis refroidies a une température
ambiante et centrifugées 3 min a 2500 tours/min. La teneur en hémoglobine dans les
surnageants a été mesuree par lecture de l'absorbance a 540 nm. Le contréle négatif a été réalisé
en remplacant I’échantillon a tester par du tampon phosphate salin PBS dans les mémes
propotions.

Le pourcentage d'inhibition de I'nemolyse des globules rouges a été calculé selon la
formule suivante : 1%= ((Ac-At) /Ac) x100

Ou : Ac : Absorbance du contrble, At : Absorbance de ’extrait.

L’IC50 est inversement proportionnelle au pouvoir anti-inflammatoire d’un composé,
car il exprime la quantité d’anti-inflammatoire requise pour diminuer la concentration de
I’hémolyse des globules rouges de 50% ; autrement dit, plus la valeur d’IC50 est basse, plus
I’activité anti-inflammatoire d’un composé est élevé. Dans cette expérimentation, I’'IC50 a été
déterminée a par régression linéaire (courbe) des pourcentages d’inhibition calculés en fonction
de différentes concentrations des différents extraits testés.

111.2.6.1.2. Mise en évidence de I’activité protectrice de I’extrait phénolique aqueux
vis-a-vis de la dénaturation des protéines du blanc d'ceeuf.

Cette manipulation explore I'effet des différents extraits (extrait d'artichaut, de chitosane

et leur mélange) sur les protéines du blanc d'ceuf en les protégeant contre le phénoméne de
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dénaturation. Pour ce faire, un mélange réactionnel de 5 mL comprenant 0.2 mL de blanc d'ceuf,
2.8 mL de tampon phosphate salin (PBS, pH=6.4) et 2 mL des différents extraits a tester (utilisés
séparément) avec des concentrations variables de : 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 et 25 mg/mL. Le
dichlofenac, utilisé dans les mémes concentrations, sert de standard (contrdle positif) ; alors
que le controle négatif comporte, a la place de I’extrait a tester, du tampon phsphate salin PBS.
Ensuite, les différentes solutions ont été incubés a 37°C dans un incubateur BOD (BIOTECH)
pendant 15 min puis chauffés a 70°C pendant 5 min dans un bain marie. Apres leur
refroidissement, I'absorbance a été mesurée a 660 nm (spectrophotometre de marque LAB

INDIA, UV 3000).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des proteines du blanc d’ceuf a été calculé
selon la formule suivante : % d'inhibition = [(Ac —-At) / Ac] x 100
Ou : At = absorbance de I'échantillon a tester, Ac = absorbance du contréle.
L’IC50 a été mise en exergue en utilisant une courbe représentant le pourcentage d'inhibition

en fonction de la concentration des différents extraits testés.

111.2.6.2. Activité anti-inflammatoire in vivo
L’activité anti-inflammatoire in Vivo chez des rats Wistar de I’extrait phénolique
aqueux de coeur dartichaut, du chitosane et de leur combinaison été évaluée selon la méthode
décrite par Winter et al. (1962).

111.2.6.2.1. Mise en lots des rats

Les rats ont été soumis a un jedine de 16h avec acces libre a I'eau avant I'étude. La mise
en lots des rats a consisté a les répartir en 5 lots de 5 rats chacun. Le lot I, considéré comme
"témoin” ou "contr6le négatif”, a recu 10 mL de Tween 80 & 1% /kg de poids vif. Le lot II,

utilisé comme groupe de référence est le controle positif, a quant & lui recu une dose de 25 mg
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de diclofénac/kg de poids vif, un anti-inflammatoire médicamenteux couramment utilisé. En
revanche, les lots 111, 1V et V (groupes expérimentaux) ont été respectivement administrés avec
des doses de 30 mg de chitosane /kg de poids vif, 200 mg d'extrait phénolique d'artichaut /kg
de poids vif et la combinaison des deux substances (chitosane 30 mg/kg de poids vif + 200 mg

d'extrait phénolique d'artichaut /kg de poids vif).

I11.2.6.2.2. Induction de I’inflammation par la carragénine et mesure de I’épaisseur de
P’inflammation

Une heure apres l'administration orale des différents traitements, un cedeme a été
induit par injection de 100 pL de carraghénine 1% (P/V) au niveau de la voute plantaire de la
patte postérieure droite. L'épaisseur de la patte en mm) a été mesurée a l'aide d'un pied a coulisse
digital avant l'injection (Vo), puis a intervalles réguliers de 60 min pendant 6h suivant
I'induction de l'inflammation, comme cela a été décrit par Vasudevan et al. (2006). Le
pourcentage d'inhibition de I'eedéme a été calculé selon la formule suivante (Lanhers et al.,

1992) ;

Pourcentage d’inhibition = [(Vt — Vo) témoin — (Vt — Vo) traité] x 100 / (Vt — V,) témoin

Avec : Vo : Volume de la patte avant injection de la carragénine ; Vt : Volume de la

patte a un intervalle de temps déterminé apres injection de la carragénine.
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IV.1. Composition chimique des poudres de cceur de cceur d'artichaut (C. scolymus) et de
pulpe de caroube (C. siliqua)
IV.1.1. Teneurs en eau et en cendres

Les teneurs en eau et en cendres du cceur d’artichaut et de la pulpe de caroube sont
reportées au tableau 3. Des valeurs de 1’ordre de 2.05g/100g et de 7.19g/100g ont été enregistrées
pour le coeur d’artichaut (C. scolymus) et la pulpe de caroube (C. Siliqua), respectivement. Ces
résultats sont similaires a ceux de Ben Salem et al. (2017) qui ont enregistré une teneur en eau
de 2.97% dans ’artichaut récolté dans la région de Bizerte située dans le nord de la Tunisie, alors
que Avallone et al. (1997) ont relevé une teneur en eau de I’ordre de 7% dans la caroube récoltée

a partir de différentes régions d’Italie.

Quant aux teneurs en matieres minérales, on en trouve 17.26g/100g et 2.64g/100g
dans I’artichaut et dans la pulpe de caroube, respectivement (soit une différence égale a 6.5 fois).
Ces teneurs demeurent similaires a celles rapportées par Ben Salem et al. (2017) et Avallone et
al. (1997) qui ont relevé des teneurs en cendres de 15.81% et de 3% dans I’artichaut tunisien et

la caroube italienne respectivement (soit une différence de 5.27 fois).

IV.1.2. Teneur en protéines

Les résultats obtenus montrent que le ceeur d’artichaut est 3 fois plus riche en protéines
que la pulpe de caroube et en contient 19.84 g/100g ; alors que la caroube renferme 6.58 g/100g
(tableau 3). Selon Sharma et al. (2021), I’artichaut renferme une teneur de 21.6% de protéines,

une valeur qui reste proche des résultats de ce travail.

En revanche, concernant la pulpe de caroube, une étude réalisée par El Batal et al. (2016)
a révélé que la teneur en protéines varie entre 3.05 et 4.5g/100g dans plusieurs régions du Maroc

comme Agadir, Marrakech et Taza.
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IV.1.4. Teneur en glucides

A propos des contenus en glucides des différents échantillons de cette étude, les résultats
enregistrés laissent observer que la caroube (C. siliqua) surclasse I’artichaut (C. scolymus)
(48.38g Vs 42.70g) (Tableau 3). Les glucides de I’artichaut sont composés de plusieurs sucres a

savoir le glucose, le fructose et le saccharose ainsi que des fibres et I’inuline.

Les résultats obtenus corroborent avec ceux de Avallone et al. (1997) qui ont mis en
évidence une teneur en glucide de 44% dans I’artichaut de Sicile (Italie). Cependant, les travaux
de El Sohaimy (2013) ont fait ressortir un taux de glucides totaux chez ’espéce C. scolymus de
I’ordre de 76.34%. En revanche, la teneur en glucides de pulpe de caroube trouvee dans ce travail
est beaucoup plus inférieure a celle rapportée pour la caroube de Bulgarie par Petkova et al.
(2017) qui y ont décelé 85.50%. Selon les mémes auteurs, les glucides d’artichaut renferment
entre 34 et 46% de saccharose, 2 et 5% de glucose, 2 et 5% de fructose et 30 a 36% de fibres

alimentaires.

Des résultats similaires ont été rapportés par Dosi et al. (2013) avec un taux de 3.08g
protéines/100g d’artichaut de la région de Caserta en Italie. Dans ce contexte, il est bien évident
que les résultats de notre expérimentation (Tableau 3) restent supérieurs a ceux publiés par ces
deux études. Selon Inserra et al. (2015) la pulpe de caroube se caractérise par une teneur plutot

faible en protéines et en matiére grasse.

IV.1.3. Teneur en matiére grasse

Les résultats relatifs a la teneur en matiére grasse ont montré que I’artichaut en était
plus riche, avec 1.89g/100g, que la pulpe de caroube qui n’en renferme que 0.91g/100g. Dans la
littérature, le taux de matiere grasse enregistré par Dosi et al. (2013) dans I’artichaut italien était

bien inférieur (0.18g/100g) a celui de ’artichaut algérien qui en contient presque 10 fois plus.

Résultats et Discussion

71



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composés
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

Pour ce qui est de la pulpe de caroube, il est a noter que la teneur trouvée dans le présent travail

est largement inférieure par rapport a celle obtenue par Ayaz et al. (2009) (4.44%).

Tableau 3. Composition chimique du cceur d’artichaut (C. scolymus) et de la pulpe de
caroube (C. siliqua) en g/100g MS.

Teneur en g/100g Coeur d’artichaut Pulpe de caroube
Teneur en eau 2.05+0.08 a 7.19+0.12b
Teneur en cendres 1726 £1.52 a 2.64+0.09b
Teneur en cellulose brute 4274 +7.29 a 2218 £3.84Db
Teneur en protéines 19.84£3.18a 6.58 £1.26 b
Teneur en matiére grasse 1.89 + 0.04 091+0.11
Teneur en glucides 42.70 £2.15 48.38 +4.71

IV.2. Les composes phénoliques du coeur d’artichaut et de la pulpe de caroube

1V.2.1. Rendement d'extraction a ’eau et au méthanol

L’eau s’est révélée plus efficace que le méthanol dans I’extraction des polyphénols,
probablement en raison de sa plus forte contante diélectrique. Les rendements de I’extraction
aqueuse et méthanolique des polyphénols de ceeur d’artichaut sont de I’ordre de 12.34 et 9.86%,

respectivement ; alors que ceux de la pulpe de caroube sont aux alentours de 9.86 et de 3.18%,

respectivement (tableau 4).
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Mahmoudi et al. (2013) ont mené une étude sur l'extraction des polyphénols de I'artichaut (Nord
de I'Algeérie) en utilisant différents solvants. Selon leurs résultats, l'acétone est le solvant
d'extraction le plus efficace suivi du méthanol et de I'éthanol et enfin de I'eau. Ces résultats sont

contradictoires avec ceux obtenus dans la présente expérience.

Il est a noter que les variations de rendement et I'efficacité de I'extraction de métabolites
par un solvant est tributaire de plusieurs parametres, tels que le diamétre des particules, le volume
et le type de solvant utilisé, ainsi que le nombre d'étapes d'extraction. Il est également connu que

I’eau est le meilleur solvant naturel qui existe en raison de sa polarité.

Tableau 4. Rendement d'extraction (%) des composés phénoliques a partir du ceeur d'artichaut

et de pulpe de caroube par I’cau et le méthanol.

Rendement d’extraction des polyphenols en %

Solvant d’extraction Cceeur d’artichaut Pulpe de caroube
Eau 12.34 8.33
Méthanol 9.86 3.18

D'apres I'étude de Spirrizzi et al. (2022), les rendements d’extraction éthanolique aux
ultrasons de polyphénols obtenus a partir des feuilles de deux variétés de caroube, Ceratonia
selvatica et Ceratonia amele, récoltées dans le Sud de I'ltalie étaient de 14.7 et 7 %
respectivement. Ces rendements demeurent supérieurs par rapport a ceux enregistrés dans ce

travail.
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IV.2.2. Teneurs en polyphenols totaux et en flavonoides des extraits aqueux et

méthanolique de cceur d’artichaut et de la pulpe de caroube

IV.2.2.1. Polyphénols et flavonoides de cceur d’artichaut

Les résultats relatifs au dosage des polyphenols totaux et des flavonoides contenus
dans les différents extraits d'artichaut (aqueux et méthanolique) sont illustrés par la figure 19 ci-
apres. La teneur en polyphenols de I'extrait de l'artichaut a été déterminée a partir d'une courbe
d'étalonnage établit pour l'acide gallique (Y=0.19x+0.000, R2-0.983). Dans la présente étude,
des teneurs de 159.42 et 142.38 mg EAG/g ont été obtenue dans I'extrait méthanolique et aqueux

de l'artichaut respectivement, présentant ainsi une différence significative (P<0.05).

Selon une étude menée par Mahmoudi et al. (2013) sur le cceur d'artichaut récolté dans la
région de Boumerdeés (Algérie), les teneurs en polyphénols étaient de 13.11 mg EAG/g pour
I'extrait méthanolique et de 5.23 mg EAG/g pour l'extrait aqueux et restent nettement inférieurs

aux teneurs obtenues dans la présente expérience.

Par ailleurs, les recherches menées par Abd El-ghani (2017) sur l'artichaut d'Egypte ont
révélé que ce légume contient environ 46.62 ppm de polyphénols totaux. D'autre part, El Sayed
et al. (2017) ont obtenu une teneur de 20.55 mg EAG/g pour le cceur d'artichaut récolté dans la
méme région (Egypte) ; alors que Jimenez-Escrig et al. (2003) ont rapporté une teneur de 50.04

mg EAG/g dans l'artichaut d'Espagne (région de Madrid).

De plus, Mosaed et Al-Subhi (2017) ont également démontré que la teneur en
polyphénols totaux de l'artichaut commercialisé dans la région de La Mecque (Arabie Saoudite)
était de 14.16 mg/g ; alors que I'étude menée par Wang et al. (2003) a révélé que le coeur

d'artichaut contient des taux plus faibles en polyphénols allant de 1.78 a 3.10 %.
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Figure 19. Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/Q) et en flavonoides (mg EQ/g) dans les
extraits méthanolique et aqueux de cceur d’artichaut (C. scolymus). Les valeurs représentent la
moyenne de 3 déterminations + SEM.

Selon Naczk et Shahid (2004), I'extraction des polyphenols a partir des plantes peut étre
affectée par plusieurs facteurs tels que les conditions d'extraction, I'état du matériel végétal (a
I'état sec ou a I'état frais), la taille des particules, ainsi que les parametres relatifs aux températures

conseillées pour I'extraction.

En plus de ces conditions, Ozcan et Chalchat (2008) qui ont travaillé sur le pouvoir
antioxydant du Romarin (Rosmarinus Officinalis) ont ajouté d'autres facteurs pouvant
directement affecter le rendement d’extraction et parmis lesquels figurent la zone de préléevement,
la saison de récolte, les conditions de séchage de la plante, la maturité de la plante, les maladies

éventuelles qui peuvent I'affecter ainsi que la durée de conservation.
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Enfin, une étude menée par Benali et al. (2022) sur l'artichaut marocain a révélé que le
taux en polyphénols était de 216.35 mg EAG/g et demeure supérieur a nos résultats (142.38 mg

EAG/g pour I'extrait aqueux et 159.42 pour l'extrait méthanolique).

Dans ce travail, la teneur en flavonoides des extraits de cceur d'artichaut a été obtenue par
extrapolation sur une courbe étalon pour la quercétine (Y = -1,07x + 0,004, R2 = 0,988). Les
extraits méthanoliques et aqueux de cceur d'artichaut de la présente expérimentation ont montré
une différence significative (P<0.05) avec des teneurs en flavonoides de 89.87 et 118.64 mg EQ/g

pour I'extrait méthanolique et aqueux, respectivement (Fig.19).

Dans le méme contexte, Benali et al. (2022) ont rapporté un taux en flavonoides supérieur
aux résultats de notre étude avec une teneur de l'ordre de 210.88 mg EQe/g de MS dans la variété
d’artichaut sauvage de Cynara cardunculus L. récoltée au Maroc.

Les travaux de Mahmoudi et al. (2013) ont montré que les extraits flavonoides
méthanolique et aqueux de flavonoides de cceur d'artichaut étaient de 2.82 et 2.13 mg EQ/g
respectivement ; alors que Mosaed et Al-Subhi (2017) ont enregistré une teneur en flavonoides
de 9.85 mg EQ/g dans le cceur d'artichaut commercialisé en Arabie Saoudite. Ces teneurs sont
inférieures a celles obtenues dans la présente expérimentation (118.64 mg EQ/g pour I'extrait

aqueux et 89.87 mg EQ/g pour I’extrait méthanolique).

Des études menées par Vicente et Boscaiu (2018) ont affirmé que les flavonoides sont
impligués dans les mécanismes de défense des plantes face aux multiples conditions de stress
abiotique tels que les rayons UV, les températures élevées et la sécheresse, la salinité. Ces

métabolites protégent également la plante de se protéger contre les agents pathogeénes.
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IV.2.2.2. Polyphénols et flavonoides de la pulpe de la pulpe de caroube
Les résultats relatifs a la composition de la pulpe de caroube en polyphénols et en flavonoides
sont illustrés par la figure 20. L’examen des proportions en polyphénols et en flavonoides totaux dans
les deux extraits étudiés laisse observer que I’eau serait plus efficace que le méthanol en matiére
d'extraction.

Selon Boeing et al. (2014), les procédures d'extraction sont essentielles pour la
récupération des polyphénols a partir des matériaux végétaux ; et par conséquent la polarité du
solvant utilisé joue un rdle crucial dans l'influence de la solubilité des phénols (Naczk and
Shahidi, 2006) ; ce qui peut avoir un impact significatif sur le rendement d'extraction et leur

activité (Lasano et al, 2019).

Pour ce qui est des polyphénols totaux, nous avons enregistré une différence significative
(P<0,05) avec des teneurs de 24.12 mg EAG/qg et 38.23 mg EAG/g, respectivement pour I'extrait

méthanolique et I'extrait aqueux, soit une différence égale a 1.60 fois (Fig.20).

Les polyphénols représentent un vaste groupe dau moins 10 000 composés différents qui
contiennent un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles
(Gonzéalez-Vallinas et al, 2013 ; Li et al, 2014 ; Brglez Mojzer et al., 2016). De plus, les
polyphénols naturels peuvent se présenter sous la forme de molécules simples, telles que les
acides phénoliques, mais également sous la forme de composés hautement polymérisés, tels que
les tanins (Bravo, 1998) sont généralement impliqués dans la défense contre différents types de
stress chez les plantes (Asensi et al, 2011).

Selon les mémes auteurs, les polyphénols offrent une protection contre les especes
réactives de I'oxygéne et de l'azote, la lumiére UV, les agents pathogénes, les parasites et les

prédateurs des plantes.
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Figure 20. Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/Q) et en flavonoides (mg EQ/g) des extraits

méthanolique et aqueux de la pulpe de caroube (C. siliqua).

Les résultats obtenus dans ce travail sont tres largement supérieurs a ceux rapportés par
El-Sherif et al. (2011) pour des extraits éthanoliques dont la teneur en polyphénols totaux de la
pulpe de caroube d’Egypte destinée a la confiserie était de 1.86 mg EAG/g.

Il en est de méme pour le plus faible taux de polyphénols enregistré par El Hajaji et al.
(2010) dans des extraits phénoliques d’acétate d’éthyle et de dichlorométhane de pulpe de
caroube du Maroc (0.45 a 2.64 mgEAG/Q).

Lasano et al. (2019) explique que l'extraction des composés phénoliques peut atteindre
son optimum en utilisant des solvants tels que le méthanol et I'éthanol a des pourcentages
différents, a savoir 80% et 60%, respectivement.

En ce qui concerne les flavonoides totaux, les résultats obtenus ont mis en exergue une
teneur de 18.41 mg EQ/g pour I'extrait méthanolique et de 20.97 mg EQ/g pour l'extrait aqueux,

soit une différence entre les deux extraits de 1.13 fois (Fig.20). Les principaux flavonoides
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présents dans la pulpe de caroube sont : la quercétine, la myricétine et le kaempférol qui se
trouvent sous forme de dérivés glycosidiques (Papagiannopoulos et al., 2004 ; Rakib et al., 2010;
Goulas et Gorgiou, 2019).

Selon Goulas et Gorgiou (2019), la teneur totale en flavonoides des extraits de caroube
est fortement influencée par le systéme d'extraction. Ils suggerent que les solvants les plus
appropriés pour la récupération des flavonoides de la caroube sont I'acétone acide et le mélange
acétone-eau ; et qu’en revanche, les extraits obtenus a partir des solvants purs tels que I'acétone,
l'acétate d'éthyle, le méthanol et I'éthanol contiennent des quantités plus faibles de flavonoides,
en raison de la prédominance de la forme glycosidique par rapport a la forme aglycone des
flavonoides dans la caroube.

Les taux des flavonoides totaux enregistrés dans cette expérience (18.41 et 20.97 mg
EQ/qg) sont nettement supérieurs a ceux publiés par EI Bouzdoudi et al. (2016) (entre 0.19 et 7.46
mg EQ/g) pour la pulpe de caroube récoltée dans 15 localités marocaines.

Cependant, les teneurs en flavonoides enregistrées dans ce travail restent inferieures a
celles de Goulas et Gorgiou (2019) qui ont décelé entre 22.7 et 52.8 mg EQ/g dans la pulpe de
caroube récoltée dans différentes régions de Chypre et extraits avec un mélange méthanol-eau
(80 : 20 v/v et 50 : 50 v/v) et éthanol-eau (80 : 20 v/v et 50 : 50 V/v).

IV.3. Rendements d’extraction et caractéristiques physico-chimiques du chitosane de
carapace de crevette

IV.3.1. Rendements d'extraction du chitosane
Les rendements d'extraction du chitosane aprés chaque traitement chimique des carapaces de
crevette sont reportés dans le tableau 5. Il en ressort que le rendement aprés déminéralisation
dépasse celui obtenu aprés déproteéinisation, suivi du rendement apres blanchiment et enfin apreés

désacétylation avec des rendements finaux respectifs de : 34.52, 29.08, 15.23 et 5.80%. Le
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chitosane se présente sous forme d'une poudre blanche, incolore et sans godt, comme le montre

la figure 21.

Tableau 5. Rendements d'extraction du chitosane (%) obtenus apres chaque traitement
chimique (déminéralisation, déprotéinisation, blanchiment et désacétylation).

Pg;(:: 'gégshie Apres Apres Apres Apres
b déminéralisation | déprotéinisation | blanchiment | désacétylation
crevette
259 1.12 +34.52 29.08 +3.41 15.23£0.14 5.80 + 1.09

Figure 21. Aspect du chitosane extrait des carapaces de crevettes

Selon Kurita (2006), la composition des cuticules des crustacés est essentiellement

constituée de protéines, de minéraux et de chitine, d'une maniere générale. Il est a noter que les
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déchets des crustacés sont constitués d'environ 30 a 40 % de protéines, 30 a 50 % de carbonate

de calcium et 20 a 30 % de chitine. Ces proportions varient selon les especes et les saisons.

Dans présente expérimentation, le rendement en chitosane (5.80%) est inférieur par
rapport a ceux obtenus d’une part par Youcefi et al. (2017) qui ont relevé un rendement de I'ordre
de 10.73% dans les carapaces de la crevette péchée dans les ctes de Beni Saf (Ain Temouchent,
Algérie) et d’autre part par Bolat et al. (2010) qui ont rapporté un rendement en chitosane de

l'ordre de 7.25% dans les carapaces de crabe d'eau douce pechée dans le lac d'Egidir (Turquie).

Dans une autre étude, Shahidi et Synowiecki (1991) ont démontré que chez les espéces
marines "Chinoecetes opilio” (crabe des neiges) et "Pandalus borealis" crevette nordique), le
taux en chitosane varie entre 17.10 et 32.25 %. Ces taux restent largement supérieurs de 3 a 5.5

fois par rapport au résultat de cette étude (5.8%).

Cependant, le rendement d'extraction en chitosane obtenu dans ce travail corrobore avec
celui rapporté par Sugianti et al. (2018) qui ont mis en évidence un rendement en chitosane de
5.90% dans les carapaces de crabes. Les différences constatées dans les rendements d’extraction
en chitosane pourraient étre dues liées a la composition des exosquelettes des crustacés, lesquels
dépendent de I'espece, de I'age, du sexe, de la saison et des conditions environnementales (Kurita,
2006).

Selon Mignotte et al. (2012), la matiere séche de départ peut aussi influencer le
rendement final en chitosane. Ces auteurs ont rapporté que 45 g de matiere seche (carapace de
crevette) peut fournir entre 8 et 10 g (22 %) de chitine.

IV.3.2. Caractérisques physico-chimiques du chitosane
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Les teneurs en humidité, en cendres, en protéines, le poids moléculaire et le degré
désacétylation sont reportées dans le tableau 6.

Dans cette étude nous avons constaté que les teneurs en humidité et en protéines du
chitosane étaient faibles avec des valeurs de l'ordre de 4.43% et 0.18%, respectivement. Ces
faibles taux peuvent s'expliquer par l'efficacité des étapes de déminéralisation et de
déprotéinisation, ou les minéraux et les protéines ont été presque totalement éliminés (Tableau

6).

Tableau 6. Caractéristiques physico-chimiques du chitosane des carapaces de crevette.

Caractéristiques physico-chimiques du chitosane
Humidité Cendres (%) Protéines Degré de Poids moléculaire
(%) (%) Désaceétylation (KDa)
(%)
443 +£057 |1.32+£0.62 0.18 £ 0.04 75 859.48 + 21.62

Pour ce qui est des cendres, leur faible teneur dans le chitosane peut étre attribuée a la
faible teneur en carbonate de calcium présent dans les carapaces de crevettes, comme cela a été
rapporté par Youcefi et al. (2017). Selon les travaux de Narudin et al. (2020), la teneur en cendres
résiduelles du chitosane affecte sa solubilité et sa viscosité, ainsi qu'une teneur élevée en cendres
résiduelles indique une déminéralisation moins efficace des déchets de coquilles, probablement

en raison de la faible concentration d'HCI utilisée dans la déminéralisation.
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La teneur en protéines est de I’ordre de 0.18%. D’aprés Youcefi et al. (2017), la chitine
se trouve naturellement associée aux protéines dont une partie peut étre extraite par des méthodes
douces, alors que I’autre partie reste difficilement extractible. La teneur en protéines trouvée dans
ce travail est de loin inférieure a celle rapportée par Renuka et al. (2019) qui ont décelé un taux
de protéine de 1.99% dans les carapaces de crevette " Parapeneopsis stylifera"” prélevée en inde.

Par ailleurs, les résultats de cette étude ont montré que le poids moléculaire du chitosane
est de 859,48 KDa et son degré de désacétylation est de 75% (Tableau 6). Le poids moléculaire
du chitosane obtenu par Youcefi et al. (2017) était plus élevé que celui obtenu dans la présente
étude (1414,33 KDa).

Il importe de noter que le poids moléculaire du chitosane enregistré dans le present travail
(859.48 KDa) est supérieur a ceux rapportes par Sujianti et al. (2018) chez la crevette (557 KDa)
et le crabe (690 KDa) d’Indonésie. Selon ces mémes auteurs, le poids moléculaire du chitosane

dépend de la matiére premiéere et de la méthode d'extraction.

Le degré de désacétylation du chitosane évalué dans cette étude (75%) est similaire a
ceux enregistrés par Olafadehan et al. (2021) chez la crevette (81.79 %) et le crabe (81.94 %).
Le degré de desacétylation confére au chitosane une capacité de floculation et de fixation des
cations métalliques trés élevée (Roussy et al., 2005 ; Youcefi et Riazi, 2014). Le degré de
désacétylation (DD) correspond a la proportion d'unités amine-D-glucosamine par rapport au
nombre total d'unités glycosidiques.

Il importe de noter que les produits commerciaux contenant du chitosane présentent un
DD supérieur a 70%. Cette valeur attribuée a ce polymere permet aussi de déterminer sa solubilité
dans les solutions acides diluées, comme elle peut influencer ses propriétés biologiques (Chatelet

et al., 2001 ; Youcefi et Riazi, 2014).
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IV.4. Pouvoir antioxydant des différents extraits phénoliques de coeur d'artichaut et de pulpe de

caroube, du chitosane et de leur association

IV.4.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH
IV.4.1.1. Cas des extraits phénoliques de cceur d’artichaut, du chitosane et de leur

association

La figure 22 présente la capacité antioxydante des extraits phénoliques (méthanolique
« MetE » et aqueux « AgE ») d'artichaut, du chitosane et de leur association. 1l a été observé que
la concentration d'inhibition de 50% du radical DPPH était établie selon les associations dans
I'ordre croissant suivant : chitosane-MetE (1C50 = 0.642 mg/mL) > chitosane-AgE (1C50 = 1.143
mg/mL) > chitosane seul (IC50 = 1.728 mg/mL) > MetE seul (1C50 = 2.003 mg/mL) > AgE seul

(IC50 = 3.117 mg/mL).

L'acide ascorbique a démontré une activité de capture de radicaux libre DPPH supérieure
a celle du chitosane, des extraits d'artichaut et de leurs mélanges (IC50 = 0.071 mg/mL). La
capacité de piégeage du radical DPPH par la combinaison des extraits phénoliques de cceur
d'artichaut et du chitosane a dépassé celle du chitosane ou celle des extraits phénoliques de coeur

d'artichaut seuls (fig. 22).

En accord avec les résultats de la présente étude, la capacité du chitosane a neutraliser les
radicaux libres a été démontrée. Dans une étude analogue, Si Trung et Bao (2015) ont constaté
que lactivité de piégeage du radical DPPH par le chitosane extrait des déchets de coquille de
crevette variait de 3.7 a 16.8 % pour des concentrations de 1 a 2 mg/mL ; alors que Rajalakshmi
et al. (2016) ont observé que l'activité de piégeage du radical DPPH par le chitosane était

supérieure a 60 % pour des concentrations de 1 a 5 mg/mL. Youcefi et Riazi (2014) ont constaté
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que le radical DPPH était neutralisé a hauteur de 37.66 a 62.66 % par le chitosane extrait des

déchets de coquille de crevette, utilisé a des concentrations de 0.5 & 1 mg/mL.

]Iiii
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Figure 22. Les concentrtions inhibitrices de 50% du radical DPPH (IC50 en mg/mL) des extraits
phénoliques méthanolique et aqueux de cceur d'artichaut, du chitosane et de leur association
comparées a celle du standard, I'acide ascorbique. Les valeurs représentent la moyenne + écart-

type de 3 déterminations (n = 3).

Par ailleurs, Prabu et Natarajan (2012) ont constate que l'activité de piégeage des radicaux
libres DPPH par l'extrait de chitosane obtenu a partir de carapace de Podophthalmus Vigil

(crabe), utilisé a des concentrations de 0.1 a 10 mg/mL, variait de 18.08 a 55.56 %.

En outre, Park et al. (2004) ont rapporté que le chitosane neutralise différents radicaux
libres grace a l'action de son azote en position C-2. Xia et al. (2011) ont suggéré a ce sujet que
I'azote des groupes aminés posséde une paire d'électrons qui peut réagir avec un proton libéré par
une solution acide pour former des groupes ammonium (NHz"). Ainsi, les radicaux libres

réagissent avec I'ion hydrogéne du NHs" pour former une molécule stable.
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Si Trung et Bao (2015) ont observé que I'inhibition de la peroxydation des lipides par le
chitosane variait de 1.7 & 15.1 % pour des concentrations allant de 1 & 2 mg/mL. Ces auteurs ont
rapporté que l'activité antioxydante du chitosane contre la peroxydation des lipides pourrait étre
due a son activité de capture des radicaux libres. De plus, Kurniasih et al. (2018) ont démontré
que le chitosane inhibait le processus d'oxydation de I'acide linoléique en utilisant la méthode du
ferrothiocyanate (FTC).

Par ailleurs, Mahmoudi et Mahmoudi (2022) ont étudié I'activité de piégeage du radical
DPPH par différentes parties de I’artichaut (cceur, tige, étranglement et bractées). Ils ont rapporté
des valeurs 1C50 plus basses que celles observees dans la présente étude (0.025 a 0.031 mg/mL),
et mis en évidence une corrélation positive (r = 0.66) entre la teneur totale en composes
phénoliques des parties de l'artichaut et l'activité antioxydante observée. Cela explique que
l'activité d'extinction du radical DPPH du cceur d'artichaut est due a sa richesse en composés
phénoliques.

De plus, Eldin Awad et al. (2020) ont observé une différence significative dans l'activité
antioxydante des extraits aqueux et éthanolique d'artichaut, déterminée selon le test de piégeage
du radical DPPH (IC50 de 0.247 et 0.130 mg/mL pour les extraits aqueux et éthanolique,
respectivement). Les mémes auteurs ont rapporté que les sous-produits de l'artichaut sont de
bonnes sources en composes phénoliques et sont considérés comme de puissants capteurs de

radicaux libres.

Il est a signaler que l'activité antioxydante dii a 1’association du chitosane aux extraits
d'artichaut peut étre attribuée a une interaction entre le chitosane et les composés phénoliques
présents dans les extraits d'artichaut. Ainsi, Li et al. (2013) ont rapporté que la modification
chimique du chitosane avec des coumarines augmentait significativement son activité

antioxydante.
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Ces chercheurs ont observé que l'inhibition de la peroxydation des lipides, la chélation
du fer et le piégeage du radical hydroxyle (*OH) des dérivés de chitosane synthétisés (une
combinaison de chitosane et de coumarines) présentaient une amélioration remarquable par
rapport au chitosane seul.

Enfin, l'efficacité thérapeutique du mélange "chitosane-polyphénols™ a été étudiée pour
le traitement de diverses maladies causées par les peroxydes et a donné de bons et remarquables

résultats (Pattnaik et al., 2022).

IV.4.1.2. Cas des extraits de caroube, du chitosane et de leur association

La figure 23 met en évidence le pouvoir antioxydant des extraits de pulpe de caroube,
du chitosane et de leur combinaison en s’appuyant sur la méthode de piégeage des radicaux libres
DPPH. 1l a été constaté que la concentration inhibitrice de 50% du radical DPPH eétait établie
selon la combinaison dans l'ordre croissant suivant : Chitosane seul (IC50 = 1.728 mg/mL) >
chitosane + Extrait methanolique (IC50 = 3.008 mg/mL) > chitosane + extrait aqueux (1C50 =
3.895 mg/mL) > Extrait méthanolique (IC50 = 5.28 mg/mL) > extrait aqueux (IC50 = 6.625
mg/mL) (Fig. 23). L’antioxydant de référence, I’acide ascorbique, s’est révélé le plus efficace

avec la plus faible 1C50 égale a 0.071 mg/mL.

Les résultats obtenus a travers cette étude ont montré que le pouvoir antioxydant des extraits
de gousses de caroube est inférieur a celui publié par Darwish et al. (2021) (1C50 = 3.78 mg/mL)

pour les extraits de pulpe de caroube d’Egypte.

Ces mémes auteurs ont déduit que les extraits de pulpe de caroube présentent une
forte capacité a piéger le radical DPPH. Cette activité est due a la présence de constituants actifs
dans les gousses de caroube ayant la capacité de céder un hydrogéne a un radical libre afin

d'éliminer I'électron impair qui est responsable de la réactivité du radical.
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Figure 23. Les concentrations inhibitrices de 50% du radical DPPH (IC50 en mg/mL) des
extraits méthanolique et aqueux de la pulpe de caroube, du chitosane et de leur association en
comparaison avec un standard, I’acide ascorbique. Les valeurs représentent la moyenne * écart-
type de 3 déterminations (n = 3).

IV.4.2. Inhibition du blanchiment du -carotene
Le test d'inhibition du blanchiment du p-caroténe simule Il'oxydation des lipides
membranaires et peut étre considéré comme un bon modele pour la peroxydation des lipides
basée sur les membranes (Younes et al., 2014).

IV.4.2.1. Inhibition par les extraits de ceeur d’artichaut, du chitosane et leur
association.

Comme le montre la figure 24, la capacité antioxydante des extraits d'artichaut, du
chitosane et de leur association a été déterminée par la méthode de blanchiment du f-caroténe.
En l'absence d'un antioxydant, les radicaux libres formés lors de l'abstraction d'un atome

d'hydrogene de l'acide linoléique attaquent la molécule de B-caroténe, ce qui lui fait perdre sa
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couleur jaune caractéristique, alors que la présence d'un antioxydant peut réduire le blanchiment
du B-caroténe.

Dans la présente étude, il a été observé que la combinaison du chitosane avec les extraits
phénoliques du cceur d'artichaut présentait la plus forte inhibition du blanchiment du B-carotene.
L'inhibition par les associations chitosane/extrait méthanolique et chitosane/extrait aqueux était
respectivement de 64.49 % et de 78.58 % et n’a montré aucune différence significative (P>0.05)
(Fig.24).

En outre, I'extrait méthanolique et le chitosane seuls ont présenté une capacité modérée
d'inhibition du blanchiment du p-caroténe sans pour autant relever une différence
significative(P>0,05). Les pourcentages d'inhibition obtenus étaient de 41.15 % et de 48.61 %,

respectivement (Fig. 24).
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Figure 24. Pourcentage d'inhibition du blanchiment du B-carotene par les extraits phénoliques
méthanoliques et aqueux de ceeur d'artichaut, le chitosane, leur association en comparaison avec
I’acide ascorbique comme standard. Les valeurs représentent la moyenne + écart type de 3
déterminations (n = 3).
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Nos résultats vont de pair avec ceux de Hajji et al. (2015) qui ont enregistré un pourcentage
d’inhibition du B-caroténe par le chitosane de la crevette commercialisée en Tunisie de I'ordre de
48.6 %.

De plus, I'extrait aqueux d'artichaut avait moins d'effet sur I'inhibition du blanchiment du
B-caroténe (26.54 9%). Néanmoins, aucun extrait, ni le chitosane ni leurs combinaisons ne
surpassent la capacité de I'acide ascorbique a inhiber la peroxydation des lipides (92.82 %). Les
résultats relatifs a I'effet inhibiteur du blanchiment du p-caroténe par I'extrait du cceur d'artichaut
obtenus a travers cette étude (45.15%) se rapprochent de ceux de Moussaoui et al. (2020) qui ont
décelé un taux d'inhibition du -carotene par I'extrait des cladodes d'Opuntia ficus indica (L.) de

I'ordre de 49.64 %, soit une différence d’environ 9%.

Selon les travaux de Abdelmalek et al. (2017), l'activité antioxydante du chitosane a
tendance a augmenter avec l'augmentation de la concentration du chitosane. Selon ces auteurs, a
des concentrations de 1 et 4 mg/mL de chitosane, I'activité antioxydante du chitosane passe de
38.17 % a 52.56 %, respectivement. D'autre part, Younes et al. (2014) ont rapporté que la capacité
antioxydante du chitosane extrait des déchets de crevettes (chitosane-C) était de 33 % a 1
mg/mL ; ainsi le chitosane préparé présentait une activité antioxydante avec un IC50 de 3,3
mg/mL.

Le test du blanchiment du R-caroténe apparait comme un modele particulierement
efficace pour simuler la peroxydation lipidique au sein des membranes biologiques (Ferreira et
al., 2006 ; Moussaoui et al., 2020). Ce test utilise les radicaux peroxydes générés par I'oxydation
de l'acide linoléique pour extraire I'hydrogene du chromophore du R-caroténe, ce qui entraine
I'atténuation de sa couleur orange caractéristique.

Cette décoloration peut étre surveillée a I'aide de la spectrophotométrie (Moussaoui et al.,

2020). Néanmoins, la présence d'antioxydants réduit la magnitude de la dégradation et du
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blanchiment du -caroténe en neutralisant les radicaux libres du linoléate (Dib et al., 2014 ;
Moussaoui et al., 2020).

Selon Touron et al. (2016), le chitosane a des effets puissants contre la décoloration du
B-caroténe et qu'il pourrait étre utilisé comme antioxydant naturel dans le domaine de la

biotechnologie et de I'industrie pharmaceutique.

IV.4.2.2. Inhibition par les extraits phénoliques de pulpe de caroube, le chitosane et

leur association

L’¢tude de l'activité antioxydante de I’extrait de caroube, du chitosane et de leur
association en faisant appel au test de blanchiment du B-caroténe, en raison de la forte activité
biologique de ce dernier, et qui est aussi comme un composé important sur le plan physiologique
(Kumazawa et al., 2002). Dans ce travail, il a été constaté que I’association du chitosane avec
I’extrait méthanolique et ’extrait aqueux de pulpe caroube avaient le pouvoir inhbiteur du B-
caroténe le plus élevé avec des pourcentages d’inhibition de 60.07 et 58.18 % (P>0,05), suivi du
chitosane seul, I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique de pulpe de caroube avec des valeurs

taux respectifs de I’ordre de 48.61, 28.09 et 19.48 % (P<0,05) (Fig. 25).

Les taux d’inhibition du blanchiment du - caroténe enregistrés dans cette étude restent
inférieurs a ceux dégagés par Goulas et Georgiou (2019) qui ont relevé des pourcentage
d’inhbition du B-caroténe de 1’ordre de 52.4 et 50.1 % pour I’extrait aqueux et méthanolique
obtenus a partir des fruits de caroube récoltés dans la région de Avdimou (chypre). Selon
plusieurs études antérieures, les flavonols de la caroube tels que la quercétine, la myricétine et
leurs dérivés sont de puissants inhibiteurs de la formation de dienes dans 1'émulsion d'acide -
caroténe-acide linoléique (Goulas et Georgiou, 2019). Leur activité est attribuée a la présence

d’une double liaison entre le C2 et le C3 et d'un hydroxyle libre en position C3 (Burda et Oleszek,
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2001) ; par consequent, une étude chromatographique des extraits de caroube pourait confirmer

cette hypothese (Goulas et Georgiou, 2019).
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Figure 25. Pourcentage d'inhibition du blanchiment du B-carotene par les extraits phénoliques
méthanolique et aqueux de pulpe de caroube, le chitosane et leur association comparé a celui du

standard, I’acide ascorbique. Les valeurs représentent la moyenne = écart type de 3

déterminations (n = 3).

IV.5. Activité antibactérienne et concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents

extraits phénoliques de coeur d'artichaut et de pulpe de caroube, du chitosane et de leur
association.
IV.5.1. Diameétres des zones d’inhibition et sensibilité des souches

IV.5.1.1. Sensibilité des souches vis-a-vis des extraits de ceeur d’artichaut, du
chitosane et de leur association

L'activité antibactérienne des extraits phénoliques d'artichaut, du chitosane et de leur
association a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose sur six souches bactériennes

pathogenes : Staphylococcus Epidermis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella typhimurium. Les deux souches

bénéfiques testées lors de cette expérimentation sont : Bifidobacterium animalis subsp lactis et

Lactobacillus Plantarum. Enfin, I'activité antimicrobienne a été effectuée en faisant appel a la

meéthode de diffusion en disque sur gélose (Tableau 7).

Tableau 7. Diameétres des zones d'inhibition (en mm) de souches bactériennes pathogénes et

bénéfiques par les extraits phénoliques de coeur d'artichaut, le chitosane et leur associations Les

valeurs représentent la moyenne + SEM de 3 déterminations.

Plantarum

Bacteries téstées | Chitosane Extrait Extrait |[Combinaison| Combinaison
méthanolique | aqueux chit-MetE chit-AgE
Staphylococcus
epidermis 14.5+0.28"° | 08.33+0.57*® |  6.0+0? 16.66+1.15° | 10.33+0.86"
ATCC 49139
Pseudomonas
aeruginosa 12.5+¢0.5° | 15.5+0.16° | 8.0+0.33*" | 19.16+0.28° 20.00£0°¢
ATCC 27853
Listeria
monocytogenes | 17.0+0.57° | 19.5+0.57¢ | 14.5+0.16° | 37.5+0.33° 29.5+0.66 ¢
ATCC 7644
Staphylococcus
aureus 32.5+0.5° | 18.0£0.57° NE 39.0+0.86" 12.5+0.33°
ATCC 29213
Escherichia Coli b a ab c b
ATCC 25922 10.0+0.16 6.0+0.57 9.5+0.5 18.0+0.33 13.5+0.16
Salmonella
typhimurium | 15.5#0.28° | 14.0+0.16° | 10.0+0.28° 22.5+0.5¢ 20.5+0.66 ¢
ATCC 14028
Bifidobacterium.
animalis subsp 00 00 00 00 00
lactis
Lactobacillus 00 00 00 00 00
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Comme le montre le tableau 7, les souches bactériennes pathogenes ont été inhibées a
des degrés différents par l'extrait d'artichaut (aqueux et méthanolique), le chitosane et leur
association (P<0.05). L'extrait méthanolique du cceur d’artichaut s'est avéré étre plus actif dans
I'inhibition des souches pathogénes que I'extrait aqueux. Les diamétres des zones d'inhibition des
souches bactériennes par I'extrait méthanolique variaient de 6 a 19.5 mm, comparativement a

ceux affichés avec l'extrait aqueux (6 a 14.5 mm).

La différence entre I’inhibition par les deux extraits pourrait étre liée a la plus forte teneur
et a la nature des polyphénols présents dans 1’extrait méthanolique. Nos résultats sont en accord
avec ceux rapportes par Demir et Agaoglu (2021) qui ont observé que les extraits d’artichaut
exercaient un effet antimicrobien trés élevé sur la croissance des bactéries pathogeénes
alimentaires. Selon ces mémes auteurs, l'effet inhibiteur des extraits d'artichaut pourrait étre

attribué a leur richesse en molécules bioactives telles que les polyphénols et les flavonoides.

Ces molécules agissent probablement en modifiant la perméabilité des membranes
cellulaires et la rigidité de la paroi cellulaire. En conséquence, les constituants cellulaires
essentiels peuvent échapper a la détection. Les composés phénoliques et les flavonoides peuvent
se lier aux protéines solubles et aux enzymes microbiennes pour former différents complexes,
induisant ainsi des dommages irréversibles et inhibant les fonctions cellulaires de ces

microorganismes (Xie et al., 2017 ; Bouarab-Chibane et al., 2019).

Pour ce qui est du chitosane, ce dernier a montré une activité antimicrobienne importante
vis-a-vis de Staphylococcus epidermis Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes avec

des diamétres de zones d’inhibition respectives de I’ordre de 4.5, 32.5 et 17 mm ; alors que ceux
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enregistrés pour les souches Gram-négatives E. coli et Salmonella typhimurium étaient de 10 et
15.5 mm, respectivement.

Cette observation est en accord avec les recherches antérieures de Prabu et Natarajan
(2012) et de Al Qahtani et al. (2020), qui ont rapporté que le chitosane agit comme un agent
antimicrobien contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Dans ce contexte, plusieurs

mécanismes d'action impliqués dans l'effet antimicrobien du chitosane ont été rapportés.

Selon Prabu et Natarajan (2012), l'interaction électrostatique entre les charges positives
des groupes aminés en position C-2 du chitosane et les composants chargés négativement des
microorganismes tels que les lipopolysaccharides et les protéines entraine des dommages
significatifs a la structure de la membrane externe des cellules microbiennes. Cela entraine la
perte des constituants cellulaires et par conséquent la mort des cellules. De plus, le chitosane peut
se lier a des nutriments essentiels, réduisant leur biodisponibilité et leur utilisation par les

microorganismes (Jia et al., 2001).

Dans cette étude, il a été constaté que la combinaison du chitosane avec I'extrait
d'artichaut augmentait les diametres des zones d'inhibition des souches bactériennes pathogenes.
Les diamétres des zones d'inhibition variaient de 10.33 a 39 mm lorsque le chitosane était utilisé
en combinaison avec les extraits méthanolique ou aqueux. Cela indique que le chitosane et les
composeés phénoliques ont une action synergique sur I'inhibition de la croissance bactérienne.

Il est a signaler que la présente étude n'a montré aucun effet des différents extraits du
cceur d’artichaut et du chitosane ou encore de leur association sur les souches bactériennes

bénéfiques, Bifidobacterium animalis subsp lactis et Lactobacillus platarum.
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IV.5.1.2. Sensibilité des souches vis-a-vis des extraits de pulpe de caroube et de son

association avec le chitosane

L'activité antibactérienne des extraits phénoliques de la pulpe de caroube, du chitosane et
de leur association (caroube/chitosane) a été estimée sur les mémes six souches bactériennes

pathogénes et deux souches bénéfiques précédentes.

Comme I’indique le tableau 8, I'inhibition des différentes bactéries pathogénes par
I’extrait phénolique de pulpe de caroube (méthanolique et aqueux), le chitosane et leur
association (extrait phénolique/chitosane) a été observée a différents niveaux (P<0.05). Le
chitosane s'est avéré étre plus actif dans I'inhibition de la croissance de la souches Staphylococcus
aureus (32.5 mm), suivi de I’association chitosane/extrait méthanolique de pulpe de caroube sur
la méme souche (S. aureus) (18.5 mm) ; alors que le chitosane seul inhibe fortement Listeria
monocytogenes (32.5 mm) et Salmonella typhimurium (29.5 mm). E. coli a été plus sensible a

I’extrait aqueux de pulpe de caroube 14.5 mm).

La résistance bactérienne aux agents antibactériens est devenue un sérieux probleme
mondial. A titre d’exemple, les infections bactériennes sont responsables de 90% des infections
dans les services de santé et dont 70% sont dles a la résistance des bactéries a au moins un
antibiotique (Umberto, 2020). Les principaux composés phytochimiques détectés dans la caroube
sont les polyphénols qui comprennent des tanins condensés et hydrolysables, des acides
phénoliques, des flavonoides et des glycosides flavonoides ayant un pouvoir antibactérienne et

des activités cytotoxiques avérées (Taleb-Contini et al, 2003).
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Les résultats obtenus dans cette étude sont similaires a ceux enregistrés par Tounsi et al.

(2020) qui ont conclu que la mélasse de caroube inhibait fortement E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa et S. typhimurium.

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des souches bactériennes pathogenes et

bénéfiques par les extraits phénoliques de la pulpe de caroube, le chitosane et leur association

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SEM.

Bactéries . Ext Combinasion Combinasion
testées Chitosane méthanolique Ext aqueux chit-MetE chit-AgE
Staé’;’é';’frgi‘fscus 145+0.28°¢ | 8.33+0.11Y | 15.00+00° | 13.5+0.165¢ 12.00+0.57°
Pzee‘;sgmgggs 12.5+0.5¢ 11.5+0.16° | 09.33+0.16Y | 14.0+0.575¢ | 14.5+0.57b¢
mon';'g;fg'gines 17.0+0.57%¢ 00 05.5+0.28% | 05.33+0.16° 08.00+£0.57"
Stapgﬁ'r‘;ﬁzccus 3254050 | 10.33+0.28b¢ | 2332016 1 4g 5,0 5cd 12.0020.33°
Escherichia coli | 10.0+0.16° 00 145+057¢ | 03.5+0.28° 02.33+0.16°
tisr']f‘n?grel'l:?n 15.5+0.28%¢ 00 00 01.00:00° 03.5+0.52
Bifidobacterium
animalis subsp 00 00 00 00 00
lactis
Lactobacillus 00 00 00 00 00

plantarum

Résultats et Discussion

97



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composés
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

Selon Dhaouadi et al. (2014), le sirop de caroube traditionnellement préparé a partir de
gousses de caroube tunisiennes a également montré une inhibition importante de la croissance de
huit souches bactériennes différentes : S. aureus, S. epidermidis, B. cereus, Bacillus subtilis, S.
faecalis, P. aeruginosa, E. coli et Salmonella sp. Les mémes auteurs ont attribué ce puissant
effet antimicrobien a la teneur élevée en polyphénols dans l'extrait de sirop de caroube,

principalement I'acide gallique et le gallate d'épigallocatéchine.

Le chitosane est également considéré comme étant un agent antifongique et
antibactérien, comme il peut interagir avec les cellules, les enzymes ou les matrices polymeres

chargées négativement (Sahara, 2011).

Il est a noter que le chitosane a montré une efficacité significative (P<0.05) sur la plupart
des bactéries pathogenes, soit en agissant seul ou bien en association avec I’extrait méthanolique
et ’extrait aqueux de polyphénols. Les résultats relatifs a I’effet antimicrobien du chitosane mis
en exergue dans ce travail demeurent similaires a ceux obtenus par Putra et al. (2023) qui ont
enregistré des diamétres de zones d’inhibition par le chitosane allant de 10.11 mm a 12.15 mm
pour E. coli (10 mm pour la présente étude) ; alors que les zones d’inhibition relatives a S. aureus
étaient comprises entre 10.18 mm et 11.70 mm et restent inférieures a celles de la présente étude

(32.5 mm).

L'activité antibactérienne du chitosane dépend du degré de désacétylation, du poids
moléculaire, de la concentration utilisée, du solvant utilisé et des especes de microorganismes
ciblés (Putra et al., 2023). La charge positive du groupe NHz* dans le chitosane peut interagir
avec la charge négative a la surface des cellules bactériennes (Helander et al., 2001). Les
dommages causés au niveau de la paroi cellulaire entrainent un affaiblissement de la résistance

de la paroi cellulaire présentant ainsi une forme anormale avec des pores dilatés (Putra et al.,
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2023). Selon les mémes auteurs, cela empéche la paroi cellulaire de réguler I'échange de
substances depuis et vers la cellule, puis la membrane cellulaire sera endommagée de sorte que

I'activité métabolique sera inhibée et la cellule bactérienne finira par mourir.

De plus, il a été remarque que la combinaison du chitosane avec les extraits méthanolique
et aqueux présentait un effet inhibiteur sur les souches pathogenes avec des diamétres allant de
1mm a 18.5mm (P<0.05). Cependant, cet effet demeure inférieur par rapport a 1’utilisation de
ces composés d’une maniere individuelle (Chitosane seul, extrait méthanolique seul et extrait

aqueux seul)

IV.5.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits phéenoliques et de

leur association avec le chitosane

IV.5.2.1. CMI des extraits phénoliques du cceeur d’artichaut, du chitosane et de leur

association.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) du chitosane et des différents extraits de
cceur d'artichaut sur les souches bactériennes pathogenes ont été déterminées. Les valeurs
obtenues sont représentées dans le tableau 9.

Il a été observé que les souches bactériennes testées étaient plus sensibles au chitosane et
aux extraits d'artichaut lorsqu'ils étaient utilisés en combinaison plutdt que seuls. Ainsi, il a été
constaté qu'une faible concentration de chitosane combiné a l'extrait méthanolique de cceur
d'artichaut (0,09 mg/mL) était suffisante pour inhiber la croissance de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Salmonella typhimurium (tableau 9). Cependant, lorsque le chitosane et les
extraits d'artichaut sont utilisés seuls, des concentrations élevées sont nécessaires pour inhiber la

croissance des souches pathogénes.
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Les valeurs de CMI observées variaient entre 0.39 et 6.25 mg/mL pour le chitosane
utilisé seul ; et entre 0.78 et 3.12 mg/mL pour I’extrait méthanolique de coeur d’artichaut et entre

1.56 et 6.25 mg/mL pour ’extrait aqueux de cceur d’artichaut (tableau 9).

Selon Pattnaik et al. (2022), I'utilisation du chitosane comme antioxydant est limitée en
raison de sa faible solubilité et de I'absence de sa capacité de céder I'nydrogéne. Par conséquent,
le chitosane a été conjugué avec des polyphénols pour surmonter les limites de son utilisation
seule, tout en augmentant les effets synergiques potentiels de leur association pour des

applications thérapeutiques.

Tableau 9. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/mL) des souches bactériennes

pathogenes et bénéfiques par les extraits phénoliques de cceur d'artichaut, le chitosane et leur

association.
Souches Chitosane Methanolic [ Aqueous [Combinaison| Combinaison
bactériennes extract extract chit-MetE chit-AgE
Staphylococcus 3.12 3.12 6.25 0.78 1.56
epidermis
Pseudomonas 6.25 0.78 6.25 0.39 0.78
aeruginosa
Listeria 1.56 0.78 1.56 0.19 0.09
monocytogenes
Staphylococcus 0.39 1.56 i 0.09 0.39
aureus
Escherichia coli 3.12 3.12 3.12 0.09 0.39
Salmonella 0.78 1.56 1.56 0.09 0.19
typhimurium
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En outre, Liskova et al. (2015) ont observé que les hydrogels de chitosane enrichis en
polyphénols présentaient une activité antibactérienne élevée. Plusieurs études ont démontré
I'efficacité combinatoire des conjugués a base de chitosane formés a l'aide de polyphénols tels

que la curcumine, l'acide gallique, la catéchine et la quercétine (Queiroz et al., 2019).

Pattnaik et al. (2022) ont rapporté que l'efficacité thérapeutique des chitosanes-
polyphénols est attribuée a la présence d'un groupe ammonium actif dans le chitosane et aux

groupes hydroxyles phénoliques des polyphénols.

IV.5.2.2. CMI des extraits de pulpe de caroube, du chitosane et de leur association.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) du chitosane et des différents extraits de
pulpe de caroube (méthanolique et aqueux) sur les souches bactériennes pathogenes testées ont
été evaluées. Les valeurs relevées sont reportées dans le tableau 10.

Il a été constaté que les souches bactériennes testées étaient plus sensibles au chitosane
lorsqu’il était utilisé seul plutdt qu’il soit en association avec I’extrait méthanolique ou I’extrait
aqueux de pulpe de caroube, présentant ainsi une concentration minimale d’inhibition de ’ordre
de 0.39 mg/mL pour Staphylococcus aureus suivie de Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Esherishia coli, Staphylococcus epidermis et enfin de Pseudomonas aerugénosa

avec des CMI respectives de 0.78, 1.56, 3.12 et 6.25 mg/mL (Tableau 10).

Pour ce qui est de I’association du chitosane avec 1’extrait méthanolique de pulpe de
caroube, il été observé que la meilleure CMI était de 3.12mg/mL pour Staphylococcus epidermis,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Il en est de méme pour I’association du
chitosane avec I’extrait aqueux pour les souches Staphylococcus epidermis et Pseudomonas

aeruginosa avec une CMI de 3.12mg/mL. Enfin, une concentration minimale d’inhibition de
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3.12mg/mL a été relevée pour I’extrait aqueux de caroube seul pour la souche pathogéne

Escherichia Coli.

La littérature rapporte que I'activité antimicrobienne du chitosane représentée par sa CMI
contre un grand nombre de microorganismes était comprise entre 0.1 et 1% (Sagoo et al., 2002 ;
Kanatt et al., 2008). Selon Wang (1992), une action bactéricide du chitosane sur E. coli a été
démontrée avec le chitosane a des concentrations comprises entre 0.5 et 1% aprés 48 h d’effet,
et pour obtenir le méme effet a 24 h, une concentration plus elevée doit étre administrée (1% de

chitosane).

Tableau 10. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/mL) des souches

bactériennes pathogénes et bénéfiques avec les extraits de pulpe de caroube, le chitosane et leur

association.
Souches Chitosane Ext Ext Combinasion | Combinasio
bactériennes méthanolique | aqueux chit-MetE n chit-AqE
Staphylococcus 3.12 12,5 6.25 3.12 3.12
epidermis
Pseudomonas 6.25 6.25 6.25 3.12 3.12
aeruginosa
Listeria 1.56 i 12.5 12.5 125
monocytogenes
Staphylococcus 0.39 125 125 3.12 6.25
aureus
Escherichia coli 3.12 - 3.12 125 125
Salmonella 0.78 : : : 125
typhimurium
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En outre, Tsai et Su (1999) ont demontré que des solutions de chitine et de chitosane de
poids moléculaire élevé et d’un degré de désacétylation élevé avaient un effet létal sur E. coli et
Shigella dysenteriae a des concentrations comprises entre 50 et 500 ppm.

L’activité antimicrobienne de ’extrait de pulpe de caroube (méthanolique et aqueux) et
de son effet synergique avec le chitosane a serait liée a sa richesse en flavonoides et en
polyphénols qui sont présents dans la plupart des plantes vasculaires (Glven et al., 2006).

Les polyphénols en général e les flavonoides en particulier font encore de nos jours l'objet
de recherches et présentent en raison des bienfaits en pharmacologie, en raison de leurs proprietes
antioxydantes,  anti-inflammatoires,  antiallergiques, = hépatoprotectrices,  antivirales,

antimicrobiennes et anticancéreuses (Livermore, 2002 ; Jung et al, 2006).

IV.6. Activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo de I’extrait de ceeur d’artichaut, du

chitosane et de leur association

Cette expérience a été réalisée en utilisant les extraits phénoliques du cceur d’artichaut
seulement, le chitosane et 1’association des deux comme échantillons anti-inflammatoires ; et
ceci a été motivé par les effets biologiques plus prononcés observés avec ces extraits d’artichaut
par rapport a ceux de la pupe de caroube.

L'inflammation joue un rdle important dans I’évolution de plusieurs maladies, et par
conséquent les composés ayant des effets anti-inflammatoires sont utilisés pour le traitement des

différentes maladies liées a I'inflammation (Virgilio, 2004).

Selon Bawankule et al. (2014), les recherches sur les plantes médicinales utilisées comme
analgésiques doivent étre considérées comme une nouvelle thérapie dans les maladies
inflammatoires. Il est intéressant de noter que l'utilisation des plantes est répandue en médecine

traditionnelle en raison du nombre important de composés qu’elles renferment et qui pourraient
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servir pour le développement de nouveaux antioxydants et agents anti-inflammatoires (Garcia-
La fuente et al., 2009).
IV.6.1. Activité anti-inflammatoire in vitro
IV.6.1.1. Activité anti-hémolytique
Selon Gershfeld et Murayama (1988), lorsque le sang des mammiféres est chauffé au-
dessus de la température corporelle normale, une hémolyse spontanée des globules rouges se
produit. Ainsi, méme les petites augmentations de température associées a la pyrexie induisent

une hémolyse des érythrocytes humains (Karle, 1968 ; 1969).

Dans cette expérience, il s’agit de tester I’effet protecteur des extraits phénoliques et du
chitosane vis-a-vis de I’hémolyse thermo-induite des globules rouges. Pour ce faire, des
échantillons de suspension de globules rouges humains (traités avec une solution tampon
phosphate saline PBS) sont chauffés a 54°C pendant 20 min en présence de 1’extrait phénolique

de coeur d’artichaut, de chitosane ou de I’association des deux.

Selon les différentes concentrations des substances téstées (diclofenac, extrait
phénolique aqueux de cceur d’artichaut, chitosane et leur association), le pouvoir d’inhbition de

I’hémolyse des globules rouges est compris entre 21.27% et 71.72%.

Il a été constaté qu’a la concentration de 500 pg /mL, le chitosane présente le meilleur
effet anti-hemolytique avec un pouvoir d’inhibition de 1’odre de 71.72%, suivi des effets de
I’association extrait phénolique aqueux d’artichaut/chitosane, diclofenac et I’extrait d’artichaut

avec 69.04%, 66.11% et 55.15% de pouvoir d’inhbition, respectivement (Tableau 11).

A une concentration de 250 pg /mL, cette inhibtion de I’hémolyse des globules rouges
a été de 55.15%, 50.30%, 49.80% et 41.65% pour le chitosane seul, I’association

artichaut/chitosane, diclofenac et I’extrait d’artichaut seul, respectivement.
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Tableau 11. Effet anti-hémolytique (en %) de différentes concentrations (500, 250, 125 et
62.5 ug /mL) de diclofenac (standard), de I’extrait phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du
chitosane et de leur association.

Pouvoir d’inhibition de I’hémolyse des globules rouges en %
Concentrations
testées Diclofenac E. Artichaut Chitosane Asso Art/Chit
(ng /mL)
500 66.11 55.15 71.72 69.04
250 49.80 41.65 55.15 50.30
125 33.24 25.09 45.35 36.30
62.5 22.42 21.40 35.41 21.27
1C50 307.90 413.48 210.27 290.91

Quant a I’effet inhbiteur de I’hémolyse a la concentration de 125 pg /mL et a 62.5 pg /mL,
le chitosane a gardé son avanve anti-hémolityque bien evidente par rapport aux autres substances
téstées avec un pouvoir d’inhibition de I’ordre de 45.35% et 35.41%, respectivement (Tableau
11). Les concentrations inhibitrices de 50% de 1’hémolyse des globules rouges par I’extrait
phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du chitosane et de leur association comparée a celui du

diclofenac comme anti-inflamatoire standard sont reportées a la figure 26.

le chitosane seul présente la valeur IC50 la plus basse, soit 210.27 pg/mL suivie de
’association artcichaut/chitosane, le diclofenac de sodium (anti-inflammatoire standard) et enfin

de I’extrait phénolique de coeur d’artichaut seul avec des valeurs 1C50 de 290.91pg/mL, 307.90
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pg/mL et 413.48 pg/mL, respectivement ; soit des différences de 27.71%, 31.71% et de 49.14%
par rapport a la valeur du chitosane seul qui demeure le composé ayant la meilleure activité anti-

inflammatoire.

pouvoir anti-hémolytique IC 50 en pg /mL

EXTAIT D’ARTICHAUT CHITOSANE EXTAIT ARTI/CHIT DICLOFINAC

Figure 26. Les concentrations inhibitrices de 50% de I’hémolyse des globules rouges par 1’extrait
phénolique aqueux de coeur d’artichaut, le chitosane et de leur association comparée a celui du

diclofenac comme anti-inflammatoire standard. Les concentrations indiquées sont en pg/mL.

Les érythrocytes sont des cellules tres sensibles au stress oxydatif a cause de leur richesse
en composés lipidiques membranaires et en acides gras polyinsaturés vulnérables a I’oxydation.
Cette réaction induit la production des substances réactives a I’oxygéne (ROS) par les cellules
inflammatoires activées (Nabavi et al., 2013 ; Liao et al., 2016). De plus, la présence
d’hémoglobine en grande quantité expose également les globules rouges a des niveaux élevés

d'auto-oxydation (Chansiw et al., 2018).
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Selon Tuorkey et al. (2022), a une concentration de 540 pg/mL, le chitosne induit
une inhibition de 50% de I’hémolyse érythrocytaire induite par une solution hypotonique. Cette
valeur est largement supérieure a celle enregistrée dans la présente étude (210.27 pg/mL), soit
une différence de 2.56 fois. Pour ce qui est de I’effet anti-hémolytique de I’extrait phénolique de
cceur d’artichaut, I’'IC50 relevée était de ’ordre de 413.48 ug/mL et laisse conclure que cet extrait
présente le plus faible effet anti-hemolytique.

Cette valeur dépasse largement celle enregistrée par Mandim et al. (2021) qui était de 154
pg/mL pour I’espéce Cynara cardunculus L.

IV.6.1.2. Pouvoir inhibiteur de la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf

Dans la présente étude, la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf a été retenue pour
évaluer in vitro les propriétés anti-inflammatoires de I'extrait phénolique de coeur d’artichaut (C.
scolymus), du chitosane et de leur association en comparaison a un anti-inflammatoire de
référence (standard), le diclofenac de sodium.

La denaturation des protéines tissulaires est l'une des causes averées des maladies
inflammatoires et arthritiques (Sangita et al, 2012) car la production d'autoantigénes dans
certaines maladies arthritiques peut étre due a la dénaturation des protéines in vivo (Umapathy
et al., 2010).

Le tableau 12 présente les résultats relatifs au pouvoir d’inhibition de la dénaturation des
protéines du blanc d’ceuf en % par I’extrait phénolique de cceur d’artichaut, le chitosane ou
I’association des deux en comparaison avec un anti-inflammatoire de référence (standard), le
dichlofenac.

Sur le plan des concentrations inhibtrices de 50% de la dénaturation thermo-induite
des proténes du blanc d’oueuf (IC50), il a été constaté que le diclofenac est doté du meilleur effet
inhbiteur de cette denaturation des protéines avec la plus faible 1C50 ( 9.35ug/mL), suivi de

I’association extrait phénolique d’artichaut/chitosane, du chitosane seul et enfin de I’extrait

Résultats et Discussion

107



Bouziane Nabil (2024) Propriétés biologiques du Chitosane associé ou non aux composés
phénoliques. Thése de doctorat en Sciences, Université de Mostaganem

phénolique d’artichaut seul (C. scolymus) avec des IC50 de 15.78ug/mL, 20.50pg/mL et

33.58ug/mL, respectivement (fig.27).

Tableau 12. Taux d’inhibition de la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf par différentes
concentrations (1.56, 3.12, 6.25, 12.5 et 25 pg /mL) d’extrait phénolique aqueux de cceur
d’artichaut (C. scolymus), du chitosane, et par leur association en comparaison avec celui du
diclofenac comme anti-inflammatoire standard utilisé aux mémes concentrations (1.56, 3.12,
6.25, 12.5 et 25 pg /mL).

Pouvoir d’inhibition de la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf en %
Concentrations
testées en nug Diclofenac E. Artichaut Chitosane Asso Art/Chit
/mL
1,56 40.11 11.86 18.64 24.29
3,12 42.93 12.42 25.98 31.63
6,25 49.15 13.55 29.95 35.59
12,5 54,23 30,5 37,15 37,85
25 65.53 37.85 18.64 46.67
IC50 en pg /mL 9.35 33.58 20.50 15.78

Les résultats de cette étude vont de pair avec les traveaux de Khushboo et al. (2019) qui
ont conclu que le diclofenac présente un meilleur effet inhbiteur de la dénaturation par rapport
au chitosane. L’IC50 decelé était de 53.57 pug/mL pour le diclofenac contre 97.72 pg/mL pour le

chitosane extrait a partir de I’exosquelette de Sartoriana spinigera .
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pouvoir inhibiteur de la dénaturation des protéines IC 50

EXTAIT D’ARTICHAUT CHITOSANE ASS EXT/CHIT DICLOFINAC

Figure 27. Effet inhibiteur de la dénaturation des protéines du blanc d’ceuf par I’extrait
phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du chitosane et de leur association comparée a celui
du diclofenac comme anti-inflammatoire standard.

1V.6.2. Activité anti-inflammatoire in vivo
Tout comme dans ’expérience in Vitro, dans cette expérience in Vivo, seuls I’extrait
aqueux de cceur d’artcichaut, le chitosane et leur association ont été testés comme anti-
inflammatoires en raison de leurs meilleures propriétés biologiques observées précedemment

dans le reste du protocole de ce travail.

Les taux d’inhibition de I’inflammation provoquée par la carraghénine dans les différents
lots de rats Wistar traités par le diclofenac comme ati-inflammatoire de référence (standard),
ainsi que par les extraits phénoliques de ceeur d’artichaut, le chitosane et par leur association
(extrait/chitosane) se situent entre 16.79 et 48.41% aprés la premiére heure d’injection de la

carraghénine (H1), entre 20.23 et 73.43% aprés la deuxiéme heure (H2), entre 45.17 et 75.65 %
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apres la troisieme heure (H3), entre 59.76 et 78.78 % apres la quatrieme heure, entre 52.48 et
94.85 % apres la cinquiéeme heure (H5) et entre 51.11 et 84.73 % aprés la sixieme heure

d’administration de carraghénine H6) (Tableau 13).

Aprés une heure d’injection de I’agent inflammatoire, la carraghénine, il a été observé
que I’association de I’extrait aqueux de coeur d’artichaut avec le chitosane a présenté le taux le
plus élevé d’effet anti-inflammatoire avec un pourcentage de 48.41 % et une diminution
significative du diamétre de la patte de rat de I’ordre de 4.21 mm par rapport au témoin, Suivi du
chitosane seul, du diclofenac (comme anti-inflammatoire de référence) et de I’extrait phénolique
aqueux de cceur d’artichaut seul avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 34.03, 33.60 et

16.79 % et des diametres pattes correspondants de 4.30 mm, 4.35 mm et 4.59 mm, respectivement

Deux heures apres I’injection de carraghénine, le diclofenac a enregistré le taux
d’inhibition le plus important (73.43%) suivi de celui de I’association extrait phénolique aqueux
de cceur d’artichaut/chitosane (66.43 %), du chitosane seul (63.06 %) et enfin de I’extrait aqueux
de cceur d’artichaut seul (20.33%). Ces taux d’ihibition sont positivement corrélés avec une
diminution hautement significative des diameétres des pattes des rats traités avec le diclofenac
(4.02 mm), avec I’association extrait phénolique aqueux/chitosane (4.09 mm), ou encore avec le

chitosane seul (4.14 mm) par rapport au témoin (4.87 mm) (Fig. 28).

Aprés 4 heures d’effet de la carraghénine, I’association de I’extrait phénolique
d’artichaut/chitosane a montré un pourcentage d’inhibition de I’inflammation de I’ordre de
78.78%, depassant a ce stade ceux du Diclofenac (76.05%), du chitosane (75.73%) et de I’extrait

phénolique aqueux de cceur d’artichaut (59.76%).
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Tableau 13. Taux d’inhibition de I’inflammation (en %) provoquée par la carraghénine dans les

différents lots de rats wistar traités par le diclofenac, 1’extrait phénolique aqueux de coeur

d’artichaut, le chitosane et leur association (extrtait/chitosane) durant 6 heures post-injection de

carraghénie. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3 déterminations.

Anti-inflam.
Déclofénac hlfé)ri)rl?lt e Chitosane Extrait phénolique
Heures P qu + chitosane
aqueux
post injection
H1 33.6 +37.61 16.79 £ 1 3.05 34.03 £ 31.47 48.41 + 21.87
H2 73.43 £10.24 20.23 £9.93 63.06 £ 7.93 66.43 £ 12.96
H3 75.65+13.38| 45.17+24.71 66.85 £ 29.36 68.88 £ 27.31
H4 76.05+£ 22,93 59.76 £ 19.74 75.73 £ 13.64 78.78 £ 29.46
H5 94.85+£22.93] 52.48 +£15.92 68.8 + 26.25 85.96 £ 17.05
Hb 84.73+17.1 51.11 £20.9 63.67 £ 17.14 83.66 £ 21.21
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Figure 28. Effet de I’extrait phénolique aqueux de coeur d’artichaut, du chitosane et de leur
association comparé a celui du dichlofenac comme anti-inflamatoire standard sur I'épaisseur des
oedemes de pattes des rats Wistar 6h aprés avoir recu de la carraghénine 1%. (*: P<0,05
significatif, ** : P<0,01 trés significatif, *+** : P<0,001 hautement significatif).

Pour ce qui est des diametres des pattes des rats, il en ressort qu’en général, I’association
de D’extrait phénolique de coeur d’artichaut avec le chitosane présente une reduction tres
significative du volume des pattes par rapport au témoin avec une valeur de 3.82 mm ; alors que
I’extrait phénolique de coeur d’artichaut seul a enregistré une différence non significative de

diameétre de patte de I’ordre de 4,02 mm (fig.28).

Les taux d’inhibition ainsi que les diamétres des pattes des rats évoluent apres I’injection
de carraghéine. C’est ainsi que les valeurs relevées 5 heures apres I’injection du carraghénine,
ont révelé que I’effet du diclofenac (94.85%- 3.77 mm) dépasse largement ceux de I’association

de ’extrait phénolique de cceur d’artichaut avec le chitosane (85.96% -3.86 mm), du chitosane
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seul (68.8% - 4.06 mm) et de I’extrait phénolique de cceur d’artichaut seul (52.48% - 4.34 mm)
(fig. 28).

Enfin, il est a noter que 6 heures aprées I’induction de I’cedéme par la carraghénine, il a
¢été constaté que ’association extrait phénolique d’artichaut/chitosane a un effet quasi identique
a celui du dichlofénac (84.73 vs 83.66 %) qui reste trés légérement supérieur (de moins de 1%)
dans I’effet de régression de ’cedéme induit.

Les résultats obtenus dans le présent travail vont de pair avec ceux de Ben Salem et al.
(2017) qui sont arrivés a la conclusion que I’extrait d’artichaut récolté en Tunisie présente
effectivement un effet anti-inflammatoire avec un pourcentage d’inhibition dépassant les 70%
apres 5 heures d’injection de carraghénine et un diametre des pattes des rats de 1.12 mm contre
3.02 mm pour les rats du témoin positif (rats carraghénine + et non traités par ’extrait

d’artichaut).

Selon les mémes auteurs, 1’injection de carraghénine dans les pattes des rats provoque
un cedéme qui commence par la phase vasculaire de I'inflammation. Cette derniere génére par
conséquent une augmentation de la taille de I'cedéme avec le temps. Il importe de signaler que
I’espéce végétale Cynara scolymus est I'une des plantes médicinales qui présente un effet
potentiellement bénéfique attribué a sa richesse en composés polyphénoliques (Salem et al.,
2015).

Selon les travaux de Schapoval et al. (1998), le verbascoside (un composé polyphénolique
de I’artichaut) présente des activités anti-cedématogeénes provoqués par la carraghénine chez des
animaux modeles.

D'autres travaux de recherche ont également montré que l'activité anti-inflammatoire du
verbascoside a été évaluée par un test in vitro réalisé sur des cultures cellulaires de kératinocytes

primaires humains (Middleton, 1998), et cette molécule a pu réduire la libération des marqueurs
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pro-inflammatoires tels que les chimiokines (Ben Salem et al., 2017). Une autre molécule de la
famille des flavonoides « L'apigénine-7-glucoside » s'est avérée bloquer la libération de plusieurs
enzymes impliquées dans l'inflammation, a savoir les lipoxygénases et les cyclooxygénases

(Baumann et al, 1980 ; Dos Santos et al, 2006).

Quant a I’effet du chitosane, les résultats de cette étude sont en accord ceux de Saeedan
et al. (2014) qui ont étudié I’effet anti-inflammatoire du chitosane chez des rats Wistar et ont
déeduit que le chitosane réduit de 40% 1’inflammation induite par la carraghénine 6 heures apres
son injection.

Plusieurs chercheurs ont conclu que le chitosane présente divers effets biologiques
bénéfiques, en particulier des activités antimicrobiennes, immunitaires (Chakrabarti et al., 2014)
et antitumorales (Yang & Zaharoff, 2013). D’autre part, certaines études ont démontré que le
chitosane ainsi que la chitine jouent un role de régulateur de l'activité inflammatoire dans les
macrophages (Shun-Hsien et al., 2019).

De plus, le chitosane extrait des carapaces de crevettes est une source marine potentielle
avec diverses activités biologiques (Mittal et al., 2022). Selon Dwi Kurnia et Endang (2022), le
chitosane a un effet analgésique suite a son application a deux concentrations différentes (50mg
et 100mg/L/200g de poids corporel) sur des rats Sprague Dawley en diminuant la douleur de

31.29 et 35.29 %, respectivement et demeure plus efficace que le diclofenac sodique (20.73%).

En épilogue, il est a signaler que I’association de 1’extrait phénolique de cceur d’artichaut
et du chitosane genere des effets anti-inflammatoires comparables a ceux procurés par le

médicament de référence, le dichlofenac.
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Cela constitue une alternative dans la subtitution des AINS (Anti-inflammatoires Non
Stéroidiens) par des substances anti-inflammatoires naturelles ayant probablement moins d’effets

secondaires indésirables.
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Les propriétés biologiques du chitosane et des composés phénoliques sont bien
connues. Cependant, quand ils sont utilisés individuellement, leurs effets bénéfiques
recherchés peuvent étre limités. C’est pourquoi leur association a été envisagée dans ce travail

pour explorer et exploiter la synergie de leurs effets biologiques a retombées sanitaires.

Dans la présente étude, les propriétés biologiques du chitosane associé ou non a des
extraits phénoliques de ceratonia celiqua ou de cynara scolymus ont été étudiées.
Le chitosane a éte extrait a partir de carapaces de crevettes par méthode chimique avec un
rendement d'extraction de 5.80 + 1.09 %.
L’analyse de la composition chimique du chitosane de carapace de crevette préparé a
montré qu’il contient 4.43 = 0.57 d’eau, 1.32 £ 0.62 de candres et 0.18 + 0.04 % de proteines.
Son poids moléculaire et son degré de désacétylation sont 859.48 + 21.62 KDa et 75%,

respectivement.

Deux solvants (I’eau et le méthanol) ont été utlisés pour la préparation des extraits
phénoliques de cceur d’artichaut (Cynara scolymus) et de pulpe de caroube (Ceratonia celiqua).
Les rendements d’extraction obtenus respectivement par I’eau et le méthanol pour I’artichaut
sont 12.34+.75 et 9.86+1.08 ; alors que pour la pulpe de caroube ils sont de 3.18+0.26 et

8.33+1.35.

Les résultats de cette ont montré la présence de quantités appréciables de polyphénols de
flavonoides dans les différents extraits préparés. De méme, il a été observé que la combinaison
du chitosane aux extraits phénoliques de cceur d’artichaut (C. scolymus) avait un effet

significatif (P<0.05) sur la réduction du radical libre DPPH et la prévention de la dégradation
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du B-caroténe par rapport au chitosane seul, aux extraits de cceur d’artichaut seuls ou ceux de
la pulpe de caroube (ceratonia siliqua) seuls. Ce constat est le méme pour I’association du
chitosane aux extraits de la pulpe de caroube dont la synergie est moins forte que celle du

chitosane associé aux extraits phénoliques de coeur d’artichaut.

En outre, les combinaisons du chitosane aux extraits phénoliques de cceur d’artichaut
inhibent la croissance des cinq bactéries pathogenes d’une maniére significative (P<0.05). Les
souches pathogeénes testées ont également été relativement sensibles aux extraits phénoliques
aqueux et méthanolique de la pulpe de caroube, mais a un degré moindre par rapport au
chitosane ou a son association avec les extraits phénoliques de cceur d’artichaut. Dans les deux
cas, il a été observé une synergie dans cette activité antimicrobienne entre le chitosane et les
extraits phénoliques de ’artichaut ou de la pulpe de caroube.

En revanche, les souches bénéfiques (Bifidobacterium animalis subsp lactis et

Lactobacllus plantarum n’ont pas été sensibles au chitosane et aux extraits phénoliques.

L’activité antiinflammatoire du chitosane, de I’extrait phénolique aqueux de cceur
d’artichaut et de leur association a été déterminée in vitro et in vivo. L’association des
polyphénols d’artichaut et du chitosane a été plus efficace dans I’inhibition de I’'inflammation
induite par la carraghénine chez le rat Wistar (taux d’inhibition de I’ordre de 83.66 +21.21 %)
par rapport a I’utilisation separée du chitosane seul (taux d’inhibition = 63.67 + 17.14) ou de
I’extrait phénolique d’artichaut seul (taux d’ihibition = 51.11 + 20.90). Ceci met en évidence
I’importance de I’action synergique du chitosane et des polyphénols dans I’thibitionn de
I’inflammation.

La méme observation a été faite in vitro lorsqu’il s’agissait de I’inhibition de

I’hémolyse des globules rouges thermo-induite. Cette hémolyse a été inhibée a un taux compris
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entre 21.27 et 71.72 % selon la substance utilisée ; et c’est le chitosane seul qui a été le plus
efficace (taux d’inhibition de 71.72 %) dans cette action, plus efficace que son association avec
I’extrait phénolique aqueux de cceur d’artichaut.

En revanche, il s’est avéré que c’est 1’action synergique de ’association du chitosane
avec I’extrait phénolique aqueux de cceur d’artichaut qui a été la plus efficace dans I’inhibition

de la dénaturation thermo-induite des protéines du blanc d’oeuf.

Les oedémes induits par la carraghénine chez le rat Wistar ont été significativement
réduits a un taux de plus de 83% par I’action synergique du chitosane associé a 1’extrait
phénolique aqueux de cceur d’artichaut ; alors que des réductions de I’inflammation de 63.67
et 51.11 % ont été respectivement enregistrées avec le chitosane et I’extrait phénolique de cceur

d’artichaut quand ils sont utilisés séparément.

Sur le plan des perspectives, les résultats obtenus dans cette étude suscitent de 1’ intérét
quant a I’exploration des synergies possibles entre des substances naturelles bon marché ou
parfois inexploitées en vue d’¢laborer des compléments alimentaires et des conservateurs

exempts d’additifs a effet cumulatif néfaste pour la santé de ’homme.
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