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RÉSUMÉ 

 

 

La fleur d’artichaut (Cynara scolymus) constitue une bonne source de nutriments 

(protéines, minéraux, lipides, etc.), ainsi qu’elle renferme certaines  biomolécules à intérêts 

technologique et thérapeutique comme les protéases et les polyphénols. 

 Dans cette étude, nous avons tenté  d’extraire, de purifier et de caractériser les 

activités technologiques et biologiques des protéases et des polyphénols de quatre parties 

de la fleur d’artichaut de la variété Violet  (Bractées, fleurs, tige et réceptacle).  

               Les protéases purifiées des fleurs (foins) coagulent le lait, même à des 

températures élevées enregistrant ainsi une force coagulante optimale à 70 °C où la présure 

commerciale est inactive. Comme toutes les protéases aspartiques, les cynarases 

d’artichaut et la présure sont actives à des pH acides.  L’accroissement de la concentration 

du CaCl2 améliore l’activité coagulante des protéases d’artichaut. La macération par 

l’éthanol et par l’acétone sont les meilleurs systèmes d’extraction des polyphénols totaux et 

des flavonoïdes. En revanche, la décoction aqueuse semble être mieux pour extraire les 

tanins. Le test de la chromatographie sur couche mince (CCM), appliqué sur les extraits 

éthanoliques partiellement purifiés de la fleur d’artichaut, a montré la présence d’une 

multitude de composés polyphénoliques qui présentent des activités antioxydantes vis-à-

vis du radicale libre du DPPH
.
. Ces activités sont comparables sinon supérieures à celles 

de la vitamine C et de la quercétine (standards). Les extraits polyphénoliques aqueux 

partiellement purifiés d’artichaut et leurs fractions aqueuses ont des effets antimicrobiens 

intéressants. Le meilleur effet d’inhibition a été enregistré avec l’extrait polyphénolique 

partiellement purifié des fleurs (foin) sur Bacillus subtilis et Aspergillus fumigatus. 

Mots clés : Fleur d’artichaut, Extraction, Protéases, Polyphénols, Activité antioxydante, 

Effets antimicrobiens. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

The artichoke flower (Cynara scolymus) constitutes a good source of nutriments 

(proteins, minerals, lipids…), as it contains some molecules with interests technological 

and therapeutic like the proteases and polyphenols. 

 In this study, we tried to extract, purify and characterize the technological and 

biological activities of proteases and polyphenols of four parts of the artichoke flower 

(Bracts, flowers, stem and receptacle).  

The purified proteases of the flowers (stigmas) coagulate milk, even at high temperatures 

thus recording a coagulating force optimal at 70 °C where the commercial rennet is 

inactive. Like all the aspartic proteases, the cynarases of artichoke and the rennet are active 

in pH acids.   The increase in the concentration of CaCl2 improves the coagulating activity 

of the proteases of artichoke. The maceration by ethanol and acetone are the best systems 

of extraction of total polyphenols and the flavonoids. On the other hand, the aqueous 

decoction seems to be to better extract the tannins. The test of chromatography (CCM), 

applied to the partially purified ethanolic extracts of artichoke flower, showed the presence 

of a multitude of polyphenolic compounds which present antioxidant activity (DPPH
. 

test).This activity is comparable if not higher than those of the vitamin C and quercetin 

(standards).The partially purified aqueous polyphenolic extracts of artichoke and their 

aqueous fractions have interesting antimicrobial effect. The best effect of inhibition was 

recorded with the partially purified polyphenolic extract of flowers (stigmas) on Bacillus 

subtilis and Aspergillus  fumigatus. 

Key words: Artichoke flower, Extraction, Proteases, Polyphenols, antioxidant Activity, 

antimicrobial Effect. 
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INTRODUCTION 

 

 

          En industrie agro-alimentaire, la fabrication du fromage repose sur la coagulation du 

lait. C’est un processus physicochimique conduisant à la dénaturation des substances 

colloïdales, protéiques en particulier sous l’action d’agents physiques, chimiques ou 

biochimiques [1]. La coagulation est assurée essentiellement par la présure extraite de la 

caillette du préruminant [2]. 

          Ces dernières années, l’essor de l’industrie fromagère a abouti à une forte demande 

en présure engendrant ainsi des problèmes d’approvisionnement en  cette matière. Cette 

situation a encouragé les chercheurs à diversifier les sources de coagulants qui sont plus 

efficaces, moins couteuses et plus disponibles.    

          La tendance en premier lieu est orientée vers les enzymes coagulantes extraites de 

proventricule du poulet, des viscères des poissons, de la pepsine bovine, etc. ; mais les 

résultats ne sont pas satisfaisants (amertume, friabilité du caillé…)[3].  

          En suite les recherches ont été focalisées sur les coagulases produites par des 

microorganismes génétiquement modifiés qui donnent des quantités abondantes de 

coagulants avec des propriétés très comparables à celle de la présure, toutefois cette source 

n’est pas sans risque (contamination, stabilité, mutation…).  

          Récemment l’attention des chercheurs est orientée vers les coagulases végétales  

comme source naturelle très disponible et déjà utilisée largement à l’échelle artisanale pour 

la fabrication des fromages traditionnels (Djben, Mekika, Serra da Estrela, Serpa…).           

Plusieurs travaux, d’évaluation de l’activité coagulante,  ont été réalisés  en Israël sur la 

courge (Cucurbita pepo) au Liban sur le caroubier [4], au Bénin et au Nigéria sur la 

pomme de Sodome (Calotropis procera) [5], en Espagne et au Portugal sur les espèces du 

Cynara [6, 7, 8]. 
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Cependant, l’utilisation des coagulases végétales ne donne pas des résultats satisfaisants en 

comparaison avec ceux de la présure car leur activité protéolytique très élevée se traduit 

par l’apparition d’un ensemble d’inconvénients technologiques tels que l’amertume, la 

friabilité du caillé  et le rendement fromager faible [3].                                                                                                                   

En outre, la purification des extraits coagulants permet d’éviter les interactions indésirables 

des autres composants des plantes en minimisant les inconvénients précitées.  

          Le foin de la fleur d’artichaut (Cynara scolymus L.) sous produit d’un légume 

méditerranéen appréciable, est moins étudié malgré qu’il présente une bonne activité 

coagulante et des caractéristiques acceptables du caillé. Cette activité coagulante est 

attribuée à des protéinases aspartiques (cynarases A, B et C) [7]. 

          Le réceptacle est les sous produits d’artichaut renferment d’autres biomolécules 

actives (inuline, fibres, polyphénols…) à intérêts technologique et pharmaceutique. Les 

polyphénols des feuilles d’artichaut sont les principes actifs les plus étudiés et largement 

utilisés en phytothérapie pour leurs vertus curatives et leurs propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes [9, 10]. Ces activités biologiques sont attribuées aux acides 

caffeoylquinique et ses dérivés et aux flavonoïdes comme la lutéoline [10]. En revanche, 

très peu d’études ont été faites sur les polyphénols des autres parties de la plante (tige, 

bractées et foin). 

          Plusieurs extraits polyphénoliques des différentes plantes (thé, romarin…) ont été 

incorporés dans divers aliments pour empêcher les phénomènes de dégradation oxydatives 

des constituants lipidiques, qui aboutissent au rancissement. Ce phénomène présente des 

inconvénients sur les plans sensoriel, nutritionnel et économique [11]. 

          L’exploitation des activités biologiques, antioxydante et antimicrobienne, des 

polyphénols des sous produits d’artichaut en technologie alimentaire comme additifs de 

conservation mérite des études approfondies pour la valorisation de ces substances.  
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 Dans ce mémoire, nous avons étudié deux biomolécules actives, les protéases et les 

polyphénols, de différentes parties de la fleur d’artichaut (réceptacles, foins, tige et 

bractées) en vue d’évaluer leurs intérêts thérapeutique et technologique. Le travail de cette 

étude, a  été conduit en deux parties : 

          Dans la première partie, nous nous sommes intéressés à la caractérisation 

physicochimique (effets de la température, du calcium et du pH)  des protéases extraites et 

purifiées à partir des foins de la fleur d’artichaut. 

          La deuxième partie a été consacrée à l’étude des polyphénols de différentes parties 

de la fleur d’artichaut ; dans cette partie, nous avons traité deux volets :  

o Dans le premier volet, nous avons cherché le meilleur rendement d’extraction des 

polyphénols, en testant et modifiant et les méthodes et les solvants d’extraction. 

 

o Dans le deuxième volet, l’extrait purifié des polyphénols fait l’objet d’évaluation 

des activités antioxydantes et antimicrobiennes de ces substances.      
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CHAPITRE 1  

 L’ARTICHAUT 

 

 

1.1 Généralités  

          Le nom botanique de l’artichaut (Cynara scolymus L.) est dérivé en partie de la 

tradition de la fertilisation de la plante avec des cendres (latin : cinis,  cineris), et en partie 

de mot grec skolymos, signifiant   « thistle » des épines trouvées  sur les bractées (elles ne 

sont pas des feuilles) qui enferment la fleur formant la partie comestible de la plante [12]. 

L'artichaut est une espèce qui a été connu depuis le IVème siècle  comme aliment  et remède 

[12].  

          Au Moyen-Orient on appelle souvent l’artichaut «ardhi-chouki», qui signifie 

littéralement «épine de terre». Les mots «Artichaut» en français, «Carciofo» en italien, 

«Artichoke» en anglais, «Alcachofa» en espagnol et «Artishoke» en allemand, trouvent 

tous leur origine dans le mot arabe «Harsciof», qui signifie «épine de terre» [13]. 

1.2 Description botanique 

          L’artichaut est une plante potagère vivace, atteignant deux mètres d’hauteur dont les 

feuilles, plates et lobées, forment une volumineuse rossètte. Il est cultivé pour ses 

capitules, ou tête, dont on mange le réceptacle (fond d’artichaut) et la base des bractées 

(feuilles d’artichaut) [14, 15]. L’artichaut (Cynara scolymus L.) est une plante herbacée 

pérenne issue de la domestication de l’espèce Cynara cardunculus L. vivant à l’état 

spontanée dans certaines régions de l’Europe méridionale (Sardaigne, Espagne) et en 

Afrique du nord [16, 17]. 

1.3 Systématique 

          L’artichaut (Cynara scolymus L.) est une plante dicotylédone de la famille des 

Astéracées ou composées. C’est un chardon domestique et cultivé issu d’une sélection  
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horticole continue de l’espèce (Cynara cardunculus L.), dont la variété sauvage est Cynara 

cardunculus sylvestris [18, 19, 20].  

Règne : Plantae 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Asterales 

Famille : Asteraceae 

Genre : Cynara 
Nom binominal : Cynara scolymus L. 

 

1.4 Composition et valeur nutritionnelle  

          L’artichaut est une source élevée de fibres avec 4,7 g pour un artichaut de taille 

moyenne, ils sont constitués de substances qui ne sont pas digérées par l’organisme [21].  

          La valeur nutritive globale du cœur d’artichaut est comparable, sinon supérieure, à 

celle de la majorité des cultures maraîchères (Tableau 1.1). Il possède une valeur 

énergétique élevée (47 kcal/100 g). Il est riche en protéines (2,9 à 3,27 g/100 g), en sucres 

(10,50 g/100 g), en sodium (94 mg/100 g), en calcium (44,05 mg/100 g) et en fer (1,51 

mg/100 g). Il constitue également un apport important en vitamines B1, B2, B3, B5, B6 et en 

acide folique [13, 22]. 

          L’artichaut est une excellente source de vitamine C (60 à 100 mg/kg) et de 

provitamine A, de potassium et de magnésium [22, 23].   Il est aussi riche en substance 

amère et aromatique, la cynarine, utilisée dans la fabrication  médicamenteuse, ainsi que de 

nombreuses enzymes, des acides alcools (malique, lactique, citrique), des acides phénols, 

des flavonoïdes et de l’inuline [23, 24]. Les artichauts possèdent  un contenu élevé 

d'inuline (3 % de poids  frais), ses propriétés prébiotiques sont bien connues [25]. 
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Tableau 1.1 : Valeur alimentaire comparative de quelques cultures maraîchères [13]. 

 

1.4.1 Principes actifs    

          En tant que légume, le fond d’artichaut est le légume le plus riche en polyphénols 

totaux de notre alimentation, devant le persil et le choux de Bruxelles (de 202 à 438 

mg/100 g de légume frais exprimés en équivalent acide gallique) [26].  En comparaison 

avec les légumes secs (pois chiches et les lentilles), l’artichaut possède les teneurs les plus 

élevées en polyphénols (264, 217 et 197 mg/100 g respectivement) et en tanins (9,1 ; 10,8 

et 6,3 mg/100 g respectivement) [13]. 

          Les acides mono et dicaféylquiniques sont les principaux composants actifs  

d'artichaut, il accumule divers acides caféiques (3,4-dihydroxycinnamique) (figure 1.1) 

[12, 27]. D'autres composés phénoliques  appartiennent à la classe des flavonoïdes, telle 

que l'apigénine, la lutéoline, les anthocyanidines, la cyanidine, la péonidine, et la 

delphinidine ont été identifiées dans des tissus d'artichaut (figure 1.2). L’apigénine et des 

glycosides de lutéoline ont été détectés dans les feuilles et les têtes d'artichaut, alors que les 

colorants d'anthocyanine sont présents seulement dans les capitules. Néanmoins, la 

lutéoline est un antioxydant fort qui protège les lipoprotéines de faible densité d'oxydation 

[12].  

 

 

 

Pour 100g 
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E
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B
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B
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B
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C
 (m
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A
 (U

I) 

B
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g) 

Artichaut 3,27 0,15 10,5 5,4 47 94 0,072 1,05 0,116 11,7 18 68 

Carotte  1,03 0,91 10,1 3 43 35 0,097 0,928 0,147 9,3 2813 14 

P de terre  2,07 0,1 18 1,6 79 6 0,088 1.48 2,26 19,7 0,0 12,8 
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Figure 1.1 : Acides mono- et dicaffeoylquinique d’artichaut [12]. 
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D’après Wichtl et Anton [28] et Bruneton [29], l’artichaut contient : 

o Des flavonoïdes (environ 0,5%), surtout des hétérosides de la lutéoline, comme la 

lutéoline-7- glucoside (cynaroside) la lutéoline-7- rutinoside. 

o Des acides phénols et des acides alcools : esters de l’acide caféylquinique (acide 

chlorogénique) (0,02-2%) et de l’acide 1,5- dicaféylquinique (cynarine) présente 

dans la drogue fraîche.  

o Des principes amers : lactones, sesquiterpénique de type guaianolide (0-4%) dont la 

cynaropicrine qui confèrent à la feuille une forte amertume. 

o Des acides organiques divers : malique, succinique, lactique, fumarique, 

citrique…constituants banals du cycle de Krebs. 
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Figure 1.2 : Structures chimiques des composés phénoliques existant dans l'artichaut [30]. 
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1.4.2 Propriétés biochimiques des polyphénols d’artichaut 

          La présence des esters caféylquiniques dans des tissus d'artichaut  est responsable de 

phénomène de brunissement, ce qui se produit par l'oxydation enzymatique 

d'orthodihydroxyphénolique, substrats des polyphénoloxydases (PPO, EC 1.14.18.1) ou à 

la formation des complexes acides fer-chlorogéniques [12]. 

          Les polyphénols et les polysaccharides peuvent former des complexes, et les 

mécanismes sont les mêmes que pour les protéines [31].   

1.5 Intérêts de la plante 

1.5.1 Alimentation humaine et animale  

          La partie consommée d’artichaut est le réceptacle floral avec une partie du 

pédoncule. Ce légume est nutritif, il est riche en vitamines, calcium, potassium, 

phosphore, fer et sodium [19]. L’artichaut est largement consommé en Espagne (2,6 g/j par 

personne), ceci est dû au contenu en protéines et en minéraux considérables, un bas 

pourcentage de lipides, une proportion élevée de fibre diététique, de substances 

polyphénoliques et de fructan-oligosaccharides  [32]. 

          Les têtes, grandes inflorescences, constituées de feuilles charnues comestibles 

(bractées) et de réceptacle sont employés dans le monde entier et représentent un 

ingrédient fondamental du régime méditerranéen [9].  

          Les sous-produits d’artichaut représentent des quantités importantes, aussi bien au 

champ (15 à 20 T/ha/an) que dans les résidus des conserveries [13]. Ils peuvent être 

employés après leur ensilage et sans risque sanitaire dans l'alimentation des ruminants   

[33, 34].  
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 1.5.2 Phytothérapie         

           En phytothérapie, ce sont les feuilles qui sont utilisées [35]. Ces feuilles contiennent 

des principes actifs tels que l’inuline, l'acide chlorogénique  (composé phénolique 

principal), l'apigénine et la lutéoline [36]. Ces principes actifs permettent de lutter contre la 

perte d’appétit, le jaunisse et stimule la sécrétion biliaire ; elle augmente également la 

biodisponibilité du calcium, exerce un effet régulateur de transit intestinal tout en 

améliorant le fonctionnement du côlon, exerce un effet hypolipidémiant et 

hypocholestérolémiant et favorise le contrôle de la glycémie [23, 37, 38, 39]. D'ailleurs, 

elle peut modifier la microflore du côlon, en augmentant la prolifération et l’activité des 

espèces salutaires [32].  

          Des extraits des feuilles d'artichaut sont traditionnellement employés dans le 

traitement des désordres dyspeptiques et hépatiques, principalement dus à des sécrétions 

biliaires insuffisantes, induisant, lors de la prise d’artichaut, une normalisation de ces 

fonctions. L’acide 1,5- dicaféylquinique (acide chlorogénique, cynarine), et les flavonoïdes 

(luteolin-7-O-glucoside) sont responsables d’une augmentation de débit biliaire 

(choléritique) et induisent une hépatoprotection vis-à-vis de toxiques (éthanol, 

tétrachlorure de carbone, α amanitine…) [24, 28, 40, 41].  

           Pour les artichauts, l’activité antioxydante a été attribuée aux flavonoïdes, à l'acide 

chlorogénique, au cynarine (dérivé d’acide caféoylquinique) et aux hétérosides de la 

lutéoline (figure 1.2), tous des antioxydants in vitro [40, 42].  Cette activité  engendre une 

modification de métabolisme lipidique (effet antiathérogène) avec diminution et 

empêchement de la biosynthèse de cholestérol total (baisse de taux de LDL et, 

inversement, augmentation de la valeur des HDL) par inhibition indirecte de l’activité 

réductase  de 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA. La lutéoline est le flavonoïde responsable 

de cet effet [43, 44]. Bundy et al. [45],  ont conclu que la consommation des extraits des 

feuilles d’artichaut  a eu comme conséquence une modeste mais favorable différence 

significative en cholestérol total après 12 semaines. 

          Les feuilles abaissent le taux de sucre sanguin et donc employer contre le diabète 

[46]. Il est aussi très efficace pour accélérer l’élimination de l’urée (diurétique) et favorise 

une bonne circulation du sang [47, 48].  
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Des extraits secs d'artichaut sont actuellement commercialisés comme drogues, 

principalement pour le traitement des affections hépatiques et comme remède pour 

l'indigestion [12, 45].  

1.5.3 Autres utilisations 

           L’extrait des fleurs de Cynara scolymus L., a été également prétendu être efficace 

comme la présure.  Récemment, Chazarra et al. [8] ont pu purifier les protéinases  de 

Cynara  scolymus L., une espèce qui contient trois protéinases (cynarases A, B et C) avec  

une activité de coagulation du lait. Chacun des trois cynarases est une  glycoprotéine qui se 

compose d'une grande et d’une petite sous-unité. 

1.6 Toxicité et effets indésirables 

          La DL50 d’un extrait hydoalcoolique de feuilles d’artichaut déterminée chez le rat, 

est supérieure à 2 g/kg par voie IP (intrapéritonéale). Les extraits d’artichaut ne semblent 

pas toxiques et les effets indésirables qu’entraîne (éventuellement) leur usage sont mineurs 

(rares manifestation d’inconfort gastro-intestinale). A noter que les sujets allergiques aux 

Asteraceae peuvent développer une réaction allergique aux produits contenant de 

l’artichaut [26].     
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1.7 Production et consommation 

          La production mondiale en 2002, estimée par la FAO, avoisine 1,32 millions de 

tonnes  sur une superficie d’environ 122 mille hectares. 67 % des superficies mondiales en 

artichaut sont localisées en Europe. Le bassin méditerranéen produit à lui seul 90 % de la 

production mondiale en artichaut [49].     

          L’artichaut contribue d’une manière significative à l’économie agricole 

méditerranéenne, avec une production annuelle  d'environ 770.000 tonnes, plus de 60 % de 

production mondiale en 2007 [12] et 85 % en 2010 [50].  Sur les 80 kha de la terre 

cultivée, l'Italie est le premier producteur du monde (environ 474.000 T), suivi de 

l'Espagne (215.000 T), la France (55.000 T) et la Grèce (25.000 T).      

          L’artichaut  est également cultivé au Proche Orient (la Turquie et l'Iran), l'Afrique du 

Nord (Egypte, Maroc, Algérie, Tunisie), Amérique du Sud  (l'Argentine, le Chili et le 

Pérou), et les Etats-Unis (principalement en Californie), et sa culture s'étend en Chine 

(65.000 T en 2007) [12]. 
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CHAPITRE 2   

COAGULATION ET AGENTS COAGULANTS 

 

 

2.1 Généralités  

         La partie essentielle intervenant lors de la coagulation du lait est la micelle de 

caséine, une particule sphérique formée par l’association des caséines (αs1 - αs1 - β - κ - γ) et 

de composants salins dont les principaux sont le calcium et le phosphate [51]. Elle présente 

une grande stabilité à cause de la charge nette (des répulsions électrostatiques s’opposent à 

leur rapprochement) et le degré d’hydratation (3,7 g d’eau par gramme de protéine)  [51]. 

2.2 Définition 

          La coagulation du lait ou du babeurre correspond à des modifications physico-

chimiques de la caséine sous l’action d’enzymes protéolytiques (présure) et/ou d’acide 

lactique (fermentation) qui entraînent la formation d’un réseau protéique appelé coagulum 

[52, 53].  

2.3 Types de coagulation 

   En technologie fromagère, on distingue trois types de coagulation : 

2.3.1 Coagulation par acidification  

          Elle consiste à précipiter les caséines à leur point isoélectrique (pHi) par 

acidification biologique à l’aide de ferments lactiques qui transforment le lactose en acide 

lactique, ou par acidification chimique (injection de CO2, addition de glucono-δ-lactone ou 

ajout de protéines sériques à pH acide) [54]. 

          Le nombre élevé des groupements acides par rapport aux groupements basiques libre 

confèrent à la caséine un pHi de 4,65, une charge négative et des propriétés acides [55].         
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    L’abaissement du pH a pour effet de faire régresser l’ionisation des fonctions acides des 

caséines (résidus aspartiques- glutamiques- phosphosériques). Ce qui provoque une 

réduction de potentiel de surface et a pour conséquence de diminuer le pouvoir séquestrant 

des caséines αs, β, de diminuer la voluminosité des micelles et d’augmenter la solubilité 

des sels phosphocalciques dans l’eau  [51, 56]. 

          A pH 5,8, les micelles perdent de leur individualité en formant des chaînes mais 

maintiennent leur aspect. À partir de pH 5,5 des agrégats apparaissent lorsque tout le 

phosphate de calcium micellaire est solubilisé et en absence d’agitation, il y a début de 

formation visible du gel lactique par mis en place de liaisons électrostatiques et 

hydrophobe entre les agrégats. Le gel est totalement organisé à pH 4,65 [57].                        

� Propriétés des gels lactiques  

          Le gel lactique est un réseau protéique tridimensionnel qui englobe dans ses mailles 

la totalité de la matière grasse et la phase aqueuse du lait. C’est un gel fragile, friable, a un 

faible niveau de minéralisation en calcium colloïdal et phosphore, très perméable ; 

l’exsudation spontanée de lactosérum se fera facilement [58, 59].         

2.3.2  Coagulation enzymatique   

          En fromagerie, le lait est coagulé par action de la présure. Cette coagulation 

enzymatique passe par trois étapes : 

2.3.2.1 L’hydrolyse enzymatique 

          La caséine entière renferme une sous unité -la caséine kappa- qui joue le rôle de 

colloïde protecteur en maintiennent à l’état dispersé et stable l’ensemble des micelles dans 

le lait. Les enzymes coagulantes dégradent spécifiquement cette caséine kappa, ce qui 

entraine dans un deuxième temps une déstabilisation de la suspension des micelles et une 

floculation de caséinate de calcium [60].     

          La chymosine provoque une protéolyse limitée de la κ caséine. Elle hydrolyse, 

spécifiquement, la liaison peptidique Phe105 - Met106. Il en résulte une libération de deux 

peptides : la paracaséine κ (1-105) et le peptide 106-169 qui forme le caséinomacropeptide  

21 



 

CMP. Le premier a un caractère hydrophobe en raison de sa teneur en acides aminés 

basiques le second est hydrophile (figure 2.1) [61].  

          La libération de CMP se traduit par une réduction du potentiel de surface des 

micelles et, en conséquence, une diminution des répulsions électrostatiques qui, à l’état 

initial, contribue à la stabilité du système colloïdal [51, 62]. 

2.3.2.2 L’agrégation des micelles de caséine 

          Lorsque les forces répulsives (électrostatiques, hydriques et stériques) à l’origine de 

la stabilité colloïdale sont suffisamment réduites, condition obtenue dans le cas du lait à pH 

6,6 pour un taux d’hydrolyse de la caséine κ d’environ  80%, les micelles de caséine 

proches ou contigües commencent à s’agréger, et le lait prend un aspect floconneux. 

L’agrégation des micelles de caséine déstabilisées met en jeu des interactions 

électrostatiques entre résidus de charges opposées, des liaisons hydrophobes, hydrogènes 

ainsi que les ponts calciques [63]. 

2.3.2.3 La réduction du gel 

          Pendant la quelle le gel acquiert une fermeté croissante [64]. 

   

Figure 2.1 : Phases du processus de coagulation enzymatique du lait  [65]. 
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� Propriétés de coagulum   

          Ce sont des caillés moins perméables que les gels lactiques car le réseau micellaire 

est fermement organisé et possède des liaisons puissantes [66]. Le calcium et le phosphore 

sont liés aux micelles de caséine, le caillé est donc fortement minéralisé, très souple et 

élastique, la structure interne est homogène [59]. 

2.3.3 La coagulation mixte    

          Elle résulte de l’action conjuguée de la présure et de l’acidification. La multitude de 

combinaisons conduisant à différents états d’équilibre spécifique est à l’origine de la 

grande diversité des fromages à pâte molle et à pâte pressée non cuite [54].  

          On utilise toujours une quantité de présure assez importante (15 à 25 ml pour 100l 

du lait). L’acidification est plus précoce car la température à la quelle on se place permet le 

développement optimal des ferments lactique mésophiles (28 à 32 °C)  [60].  

� Propriétés de coagulum  

          Les propriétés des gels formés et leur aptitude à l’égouttage sont intermédiaires entre 

celles du coagulum obtenu par voie enzymatique dominante et celles issues d’une 

coagulation par voie acide [67]  

2.4 Facteurs influençant l’activité coagulante  

          Plusieurs paramètres peuvent influencer les caractéristiques du caillé. Le contrôle de 

ces paramètres permet d’obtenir un caillé approprié à la transformation fromagère. 

2.4.1 La température  

          La vitesse de coagulation du lait est maximale entre 40 et 42 °C avec la présure de 

veau. Au dessous de 10 °C, le gel ne se forme pas. L’inactivation thermique de l’enzyme 

commence à 50 °C et à 60 °C, elle est totale [60].     
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2.4.2 Le pH du lait    

          Le pH auquel s’effectue l’emprésurage est un paramètre primordial dans la 

fabrication du fromage. L’acidification préalable du lait augmente la production de 

glycomacropeptides, ce qui permet de raccourcir le temps de coagulation [68]. Selon  St-

Gelais et Tirard-Collet [65] lorsque le pH du lait descend, le temps de prise est plus court, 

le taux de raffermissement augmente et le gel devient plus ferme et  atteint un maximum  

entre 5,8 et 6. En revanche, à des pH plus élevés, supérieurs à 7, il n’y a plus de 

coagulation, la présure étant rapidement inactivée. Le pH optimal de la présure est 

d’environ 5,5. 

2.4.3  La nature et la concentration enzymatique  

          Le temps de prise est inversement proportionnel à la concentration d’enzyme 

utilisée. Par contre, si on ajoute plus de présure au lait de fromagerie, le taux de 

raffermissement et la fermeté du gel augmentent [65].      

          Si le taux de présure est trop important, nous aurons des problèmes pour contrôler le 

temps de coagulation (trop rapide), ainsi que des problèmes d’amertume dans le fromage 

(début de protéolyse conduisant à la formation de peptides amers) [59]. 

          Le rendement fromager dépend aussi de type d’enzyme coagulante utilisée : plus 

l’activité protéolytique dans sa totalité est importante, plus faible est le rendement 

fromager (perte de spécificité pour la liaison 105-106). C’est pourquoi que la chymosine 

est préférable à des protéases microbiennes comme les enzymes de Mucor miehei par 

exemple [68].   

 2.4.4 La nature et la composition du lait 

          La nature du lait 

           Le lait de chèvre, qui est caractérisé par des teneurs en caséines plutôt faible et des 

teneurs en ions Ca
2+ assez élevées, présente un temps de floculation relativement court, 

une vitesse de raffermissement du gel élevée  et une fermeté maximale du gel faible. Le 

lait de brebis qui est particulièrement riche en caséines et en calcium micellaire se  
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singularise par une vitesse de raffermissement nettement plus élevée et une fermeté plus 

deux fois supérieures à celle du lait de vache [69]. 

          Le lait de chamelle exige plus de présure de veau que le lait de vache pour se 

coaguler  [70]. Ce fait ayant pour origine une teneur réduite en caséine Kappa et une 

aptitude très limitée à l’acidification et à la coagulation enzymatique [71]. Le rendement de 

la fabrication de fromage à partir de lait de chamelle est plus faible qu'à partir de lait de 

vache [72].  

� La matière grasse 

          La coagulation du lait repose sur les propriétés de la caséine. A ce niveau, la matière 

grasse est une charge inerte ; elle est emprisonnée dans le caillé et s’y maintient plus ou 

moins complètement, selon le mode de fabrication. Par contre, elle influence beaucoup les 

propriétés rhéologiques du caillé et sa teneur en eau [73].  

� La teneur en protéines  

          La variabilité habituellement observée dans la concentration de caséine dans le lait 

n’as pas d’effet sur le temps de coagulation mais c’est un élément déterminant pour la 

fermeté. De même, l’ultrafiltration du lait n’abaisse que faiblement le temps de 

coagulation, sauf quand ce procédé de concentration permet de dépasser un facteur de 

concentration de deux. En revanche, ce temps de coagulation est nettement augmenté si le 

lait est dilué [68, 69, 74].    

          La maîtrise de la teneur en protéines de lait de fromagerie a un double but: 

rationaliser les fabrications et améliorer le rendement en fromage du lait traité en 

incorporant une partie des protéines solubles perdues dans le lactosérum, l’ultrafiltration  

ou l’ Enrichissement en caséines et caséinates [53, 75].  

2.4.5 Effet des éléments minéraux 

� Le calcium  

          L’addition au lait de chlorure de calcium, une pratique en fromagerie a pour effet de 

réduire le temps de coagulation et d’accroître la fermeté du gel. Cette influence résultant à  
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la fois de l’abaissement du pH et de l’augmentation de la teneur en calcium micellaire, un 

facteur déterminant de l’aptitude du lait à la coagulation par la présure [76].  

          Bien que la teneur en calcium n’intervienne pas sur l’activité de l’enzyme, le temps 

d’hydrolyse est réduit car la déstabilisation des micelles de caséines entraîne un 

abaissement du taux d’hydrolyse de la caséine κ pour permettre le début de l’agrégation. 

La baisse de l’énergie potentielle de répulsion entre micelles accroit la vitesse 

d’agrégation, ce qui entraîne une baisse de temps d’agrégation et de temps de gélification 

[63].  

          Les ions de calcium formeraient des ponts entre les groupes chargés négativement 

des caséines, conduisant à un caillé serré, plus compact et avec des particules plus grosses 

qui emprisonneraient moins d’eau  [68].   

� Le chlorure de sodium 

          L’addition de chlorure de sodium (ou de potassium) diminue le temps de coagulation 

et augmente la fermeté du caillé jusqu’à une concentration de 100mM. Puis la tendance 

s’inverse au-delà de cette limite, peut être par déplacement du calcium micellaire. Le 

chlorure de sodium conduit à une dissociation et libération de calcium et de phosphate 

micellaires dans le lactosérum [68, 77]. Par contre, Croguennec et al. [63]  ont trouvé que 

l’addition de NaCl n’influe pas sur la réaction enzymatique ; par contre, le NaCl est un 

agent déstructurant de la micelle de caséine.  

2.5 Les agents coagulants  

2.5.1 Nature biochimique 

          Les agents coagulants sont des protéases. Les protéases constituent le groupe le plus 

important d'enzymes industrielles utilisées dans le monde aujourd'hui [78]. La principale 

application des protéases est dans l'industrie laitière pour production de fromage [79]. 
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2.5.2 Propriétés et caractéristiques 

          Selon Germonville [80], les enzymes coagulantes doivent répondre à un certain 

nombre de conditions : 

o toxicité nulle ; 

o pureté chimique et qualité microbiologique élevées ; 

o activité protéolytique faible comparativement à l’activité coagulante ; 

o comportement voisin de celui de la présure vis-à-vis de la température, du pH, des 

ions calcium. 

D’un point de vue technologique, ces enzymes doivent : 

o avoir une bonne activité coagulante dans les conditions habituelles de la 

fromagerie; 

o donner au caillé des propriétés rhéologiques permettant de les travailler 

normalement, dans les délais habituels ; 

o donner un rendement fromager identique à celui de la présure ; 

o permettre une maturation et un affinage normal. 

2.5.3 La présure  

          Pour coaguler le lait, on utilise traditionnellement la présure extraite de la caillette du 

veau [53]. L'utilisation de la présure bovine industrielle est la méthode préférée pour 

obtenir le lait caillé, en raison de  sa production normalisée et son activité enzymatique qui 

permet au fabricant de fromage de déterminer exactement les périodes de coagulation et de 

coupure [81]. 

2.5.3.1 Définition  

          C’est un extrait qui provient de la caillette de jeunes bovidés nourris au lait [60].  La 

solution obtenue contient deux enzymes : la chymosine et la pepsine bovine en proportions 

variables, présentant un rapport : masse de chymosine active/masse de pepsine bovine ≥ 

1,38. Les solutions sont mises en vente en exprimant la force coagulante selon Soxhlet qui  
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correspond au volume de lait à 35 °C coagulé par 01litre de présure en 40 min. Ainsi un 

litre de présure de force10 000 doit coaguler 10 00 litres de lait à 35 °C en 40 min [2, 60].  

2.5.3.2 Composition  

• La chymosine (EC 3.4.23.3) 

          C’est une holoprotéine de 35 000 daltons, appartenant au groupe des protéases 

acides (pH 5,3 à 6,3) appelées protéases à aspartate, inactive dés 50 °C  [2], la chymosine 

est  la protéase majeur responsable d’au moins 85 %  de l’activité coagulante totale         

[65, 82]. 

          La chymosine est secrétée inactive sous forme de prochymosine dans le quatrième 

estomac (abomasum), elle est activée en chymosine en présence de l’acidité d’ion H3O
+ 

sécrété par cette organe [83, 84, 85]. La présure du jeune veau alimenté au lait est riche en 

présure (chymosine), alors que  la présure du bovin adulte est riche en pepsine [86].  

• La pepsine (EC3.4.23.1)  

          La pepsine est sécrétée par la caillette en quantité importante après le sevrage des 

bovidés. Son action protéolytique est voisine de celle de la chymosine mais les conditions 

d’action sont différentes. L’activité la plus marquée de la pepsine bovine est à pH acide 

[2].  

2.5.4 Les succédanés de la présure  

          Pour pallier aux déséquilibres de l’offre et de la demande en matière de présure de 

veau, différentes solutions ont été proposées : à savoir, la mise en œuvre de protéases 

d’origine animale, végétale ou microbienne ou bien l’utilisation de chymosine 

recombinante [87].  

          L’obtention de la chymosine à partir des micro-organismes est en train de résoudre 

le problème de l’approvisionnement des fromageries en présure, mais dans les pays où cet 

approvisionnement demeure aléatoire, la recherche des autres sources d’extrait coagulant 

demeure d’actualité [88]. 
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 Les autres sources présentent certains inconvénients: diminution du rendement en 

fromage, profil d'activité différent de celui de la présure en fonction du pH et de la 

température, ce qui conduit souvent à des fromages amers [53].  

 

2.5.4.1 Les enzymes coagulantes d’origine animale 

� Pepsine bovine 

          La pepsine bovine, qui est assez proche de la chymosine au plan de la structure 

primaire est déjà présente dans la présure avec la chymosine et la gastricsine bovine [89]. 

� Pepsine de chameau 

          Des extraits d'abomasum de chameau adulte ont été employés pour coaguler le lait 

de vache avec succès [70]. 

� Pepsine d'agneau  

          Les pâtes de présure d'agneau sont préférentiellement utilisées dans la fabrication de 

certains fromages du lait de la brebis ou de la chèvre dans certains secteurs du bassin 

méditerranéen, tel que l'Italie (Provolone, Romano De Pecorino, Fiore Sardo), et la Grèce 

(feta). Les pâtes de présure d'agneau  sont commercialement disponibles seulement en 

Italie [90]. 

� Pepsine de poissons 

          Les propriétés d'une pepsine coagulante extraite de la muqueuse gastrique d'un 

poisson (Scyliorhinus canicula), ont été décrites. On a pu montrer que les propriétés 

biochimiques de cette enzyme étaient compatibles avec une utilisation en industrie 

fromagère [89]. 

� Pepsine de poulet 
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Les travaux faits par  Boughellout  et Zidoune [91] ont montré que l’utilisation de la 

pepsine de poulet comme agent coagulant a donné des résultats comparables à ceux de la 

présure lors de la phase de coagulation.   

2.5.4.2 Les enzymes coagulantes d’origine microbienne 

          La limitation des sources de la présure de veau sur les marchés mondiaux  a 

augmenté la recherche conduite sur les enzymes alternatives de coagulation de lait  

d'origine microbienne [92]. 

          La fabrication et l’utilisation en fromagerie des enzymes coagulantes extraite 

d’Endothia parasitica, de Mucor pusillus,  Penicillium janthinellum, Rhizopus chinensis et 

de Mucor miehei sont autorisées. La dénomination de ces produits doit être « enzyme 

coagulante d’origine microbienne pour fromagerie » [60, 93]. Ces enzymes extracellulaires  

ont reçu une large acceptabilité dans l'industrie en raison de  leur coagulation élevée du lait 

et leur basse activité protéolytique [92].  Déjà en 1974, 60 % des fromages produits aux 

Etats- Unis étaient fabriqués avec les protéases microbiennes. Ce rapide succès est dû en 

partie à leurs prix compétitifs, ne représentant que 45 % du prix d´acquisition de la présure 

traditionnelle. Toutefois, comparée avec la chymosine, les coagulants d´origine 

microbienne montrent certains désavantages, dont un ratio plus petit entre l´activité de 

coagulation du lait et l´activité protéolytique non spécifique et l´apparition de goûts 

indésirables pendant les périodes de maturation des fromages [93]. 

          Des levures alimentaires transgéniques peuvent aussi produire des protéines 

hétérologues comme la chymosine A. Le gène de la chymosine A a été clonée dans la 

levure laitière Kluyveromyces lactis, puis cette chymosine a été utilisée pour fabriquer 

différents fromages notamment des emmentals. Les résultats obtenus avec de la chymosine 

produite par la levure transgénique sont identiques à ceux observés avec la présure de veau 

[94]. Et le temps de raffermissement de coagulum est plus rapide [60]. 

2.5.4.3 Les enzymes d’origine végétale  

          L’expérience empirique a conduit certaines populations à coaguler le lait en utilisant 

les écorces des arbres (Acacia albida) et leur sève (Ficus carica et Calotropis procera), les 

fruits d’un certain nombre de plantes (Balanites aegyptiaca,  Adenolichos anchietae,  
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Droogmansia megalantha, différentes espèces d’Eriosema, melon et Onopordum turcicum) 

[88, 95, 96]. 

          Ces plantes donnent avec le lait un caillé dont le comportement rappelle celui de la 

présure [88]. Cuvelier [3] évoque que l’utilisation de ces plantes ne donnent pas des 

résultats très satisfaisants en comparaison avec ceux de la présure ; l’activité protéolytique 

généralement très élevée, se traduit par l’apparition d’un ensemble d’inconvénient 

technologique tels que l’amertume, la friabilité du caillé et le rendement fromager faible. 

 

          Les enzymes extraites à partir des fleurs du Cynara cardunculus, Cynara humilis, 

Cynara scolymus  et Silybum marianum (« cynarases » ou « cyprosins ») sont caractérisés 

par une  activité de coagulation du lait élevée fendant le lien Phe105-Met106 de peptide 

dans le lait bovin et Lys116-Thr117 de caséine caprin [6, 97, 98, 99]. Elles engendrent  une 

plus grande protéolyse et une saveur du fromage plus plaisante et plus prononcée a 

comparé avec du fromage à base d’une présure animal [100]. 

          Des fromages traditionnels Espagnols et Portugais protégés d’appellation d'origine 

(PDO) Serra da Estrela, Castelo Branco et Serpa sont fabriqués depuis longtemps en 

utilisant des extraits aqueux des fleurs du cardon [43, 101]. 

          Les fleurs  de Cynara cardunculus sont très riches en protéases, à savoir les 

cardosines A et B, dus quels extraits [6, 102, 103]. Le premier est quelque peu semblable à 

la chymosine, tandis que le cardosine B est comme la pepsine. Quoique le cardosine A 

fende plus de liens de peptide que la chymosine, par conséquent produisant des modèles 

différents de la protéolyse, qui expliquent les différences a trouvé entre les fromages [83].  
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CHAPITRE 3 

 LES POLYPHENOLS 

 

 

3.1 Généralités 

          Les plantes produisent une grande diversité de métabolites secondaires pour la 

défense et la survie dans l'écosystème. Les métabolites secondaires végétaux, dépassant 

actuellement 100 000 substances identifiées, appartiennent à trois classes chimiques 

principales : les terpènes (un groupe de lipides), les alcaloïdes (dérivés d'acides aminés) et 

les polyphénols (dérivés de glucides) [104].   

          Les polyphénols représentent une source importante de molécules utilisables par 

l’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou l’agroalimentaire 

[105]   

3.2 Définition  

          Actuellement, les polyphénols avec plus de 8000 structures différentes, constituent 

l’un des groupes phytochimiques les plus importants.  

          Les polyphénols sont des constituants communs des plantes, ils se trouvent sous 

formes conjuguées et/ou glycosylées. Ils sont caractérisés, comme l’indique leur nom, par 

la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins 

complexes, généralement de haut poids moléculaire. Ils sont probablement produits comme 

des métabolites secondaires responsables de plusieurs propriétés organoleptiques des 

végétaux, particulièrement, de couleur et d'astringence et agir comme des détergents 

normaux au pâturage des animaux et en tant qu'agents antimicrobiens  [106, 107, 108].   

          Ils sont caractérisés par la présence d’au moins un motif phénolique (cycle 

aromatique sur lequel viennent se greffer un ou plusieurs groupements (OH) (figure 3.1). 
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Figure 3.1: Structure du phénol (noyau aromatique) 

3.3 Sources et localisation 

          Les principales sources des polyphénols sont les fruits, les boissons telles que le thé, 

le café, le jus de raisin et de fruits, le chocolat et, à un moindre degré, les légumes, les 

céréales et les graines de légumineuse [109].   

          A l’échelle cellulaire la répartition des composés phénoliques est très caractéristique. 

Ils s’accumulent principalement dans deux sites : d’une part la paroi cellulaire où sont 

présents les lignines et certains flavonoïdes et la vacuole où sont stockés les phénols 

solubles. Certains flavonoïdes (quercétine, kaempférol) pourraient également être présents 

au niveau de noyau et de la membrane plasmique [105].    

3.4 Biosynthèse 

          Selon Katalinic et al. [110] et Bruneton [26], les composés phénoliques des 

végétaux sont issus de deux grandes voies d’aromatogenèse (figure 3.2 et 3.3) : 

� La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate (acide shikimique), conduit 

des oses ou amino-acides aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par 

désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et à leurs très nombreux 

dérivés : acides benzoïques, lignanes et lignines, coumarines… 

� L’autre voie part de l’acétate et conduit à des poly-β-cétoesters de longueur 

variable -les polyacétates- qui engendrent, par cyclisation (condensation aldolique), 

des composés souvent polycycliques : chromones, isocoumarines, xanthones, 

quinones…     
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 Figure 3.2: Synthèse biologique des acides phénoliques [26].   

34 



 

Figure 3.3: Voie de biosynthèse des flavonoïdes [111].  
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3.5 Structure et classification 

          Les polyphénols sont classifiés selon leur structure en tant que dérivés d’acides 

phénoliques, flavonoïdes et tannins qui représentent le groupe des composés 

phytochimiques le plus important des plantes [112, 113]. Les principales classes des 

composés phénoliques sont représentées dans le tableau 3.1. 

Tableau 3.1: Les principales classes des composés phénoliques [105]. 

Classes Squelettes carbonées Exemples Origines (exemples) 

Acides phénoliques C₆-C₁ Acide gallique, acide 

vanillique, acide  Tannique 

Epices, fraises 

Acides 

hydroxycinnamiques 

Coumarines 

C₆-C₃ 

 

Acide férulique, acide 

caféique,  

Acide ρ-coumarique 

Scopolétine 

Pomme de terre, 

pomme, citrus 

Naphtoquinone C6-C4 Juglone Noix 

Stilbènes C₆-C₂-C₆ Resvératrol Vigne 

Flavonoïdes 

o Flavonols  

o Anthocyanes 

o Flavanols  

o Flavanones  

Isoflavonoïdes 

C₆-C₃-C₆  

Kaempférol, quercétine 

Cyanidine, pélargonidine 

Catéchine, épicatéchine 

Naringénine 

 Daidzéine 

 

Fruits, légume, fleurs, 

pois 

 

Lignanes  

Lignines 

Tanins condensés 

(C₆–C₃)₂ 

(C₆-C₃)n 

(C6-C3-C6)n 

Pinorésinol Pin  

Bois, fruits à noyau 

Raisin, Kaki 
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3.5.1 Formes les plus simples 

3.5.1.1  Acides phénoliques 

          Deux classes des acides phénoliques peuvent être distinguées : dérivés  de l'acide 

benzoïque (acides hydroxybenzoïques) (figure 3.4) et dérivés de l'acide cinnamique (acides 

hydroxycinnamiques) (figure 3.5) [114].   

          La teneur en acide hydroxybenzoïque des plantes comestibles est généralement  très 

basse, excepté certains fruits rouges, radis noir  et oignons. Le thé est une importante 

source d'acide gallique (4,5 g/kg). En outre, les acides hydroxybenzoïques sont des 

composants de  structures complexes telles que les tanins hydrolysables [114]. 

  

Figure 3.4: Les principaux acides hydroxybenzoïques [105]. 

 

  

Figure 3.5 : Les principaux acides hydroxycinnamiques (phénylpropanoïdes) 

 [105]. 

3.5.1.2   Les flavonoïdes  

3.5.1.2.1 Définition  

          Le terme « flavonoïde » désigne une très large gamme de composés naturels 

appartenant à la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments 

quasiment universels des végétaux. Tous les flavonoïdes (plus de 4000) possèdent la même 

structure générale en C15 (C6-C3-C6) [115].   

R1=R2=R3=R4=H                                    acide benzoïque (non phénolique) 
R1=R2=R4=H, R3=OH                            acide p-hydroxybenzoïque 
R1=R4=H, R2=R3=OH                            acide protocatéchique 
R1=R4=H, R2=OCH3, R3=OH                acide vanillique 
R1=H, R2=R3=R4=OH                            acide gallique 
R1=H, R2=R4=OCH3, R3=OH                acide syringique 
R1=OH,R2=R3=R4=H                             acide salicylique 
R1=R4=OH, R2=R3=H                            acide gentisique 

R1=R2=R3=H acide cinnamique (non phénolique) 
R1=R3=H, R2=OH acide p-coumarique 
R1=R2=OH, R3=H acide caféique 
R1= OCH3, R2=OH, R3=H acide férulique 
R1=R3=OCH3, R2=OH acide sinapique 
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          Les  flavonoïdes sont, généralement, dérivés de benzo -γ - pyrone, qui est synonyme 

de chromone [116].  Ils sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényle- chromone portant 

des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Les flavonoïdes sont donc des 

polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux noyaux aromatiques 

(noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) (figure 3.6) [117].   

 

Figure 3.6: Structure nucléaire des flavonoïdes [4]. 

3.5.1.2.2 Structure,  répartition et propriétés 

          Les flavonoïdes sont des hétérosides, c’est-à-dire des dérivés de génines sur 

lesquelles un ou plusieurs oses sont greffés. La liaison génine-ose existe grâce à la réunion, 

soit d’un hydroxyle phénolique, soit d’un hydroxyle de l’hétérocycle oxygéné, soit d’un -

CH avec l’hydroxyle hémiacétalique du ou des ose(s). On obtient alors des O-hétérosides 

ou des C-hétérosides [117]. 

          Les flavonoïdes se présentent sous la forme aglycone de glycosides et de dérivés 

méthylés ; on les trouve dans de nombreux fruits, légumes, feuilles et fleurs. Les 

glycosides sont en principe localisés dans les régions hydrophiles (vacuoles), tandis que les 

aglycones libres sont localisés dans les régions hydrophobes (cellules oléifères) 

[118]. Dans les feuilles leur fonction consiste à absorber l’ultraviolet qui pourrait être 

destructif pour le matériel génétique et pour les protéines de la cellule [119].  
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3.5.1.2.3 Classification  

          Le groupe des flavonoïdes comporte plus de dix classes, parmi eux citant: 

isoflavones, flavones, flavanones, flavanols, flavonols et anthocyanidols. 

� Isoflavones (3-Phényl-chromone) 

          Les isoflavones sont des flavonoïdes appartenant aux phyto-œstrogènes (figure 3.7) 

[120]. Ils dérivent des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition du 

cycle latéral du C2 au C4 de l’hétérocycle. 

 

Figure 3.7 : Structure d’isoflavone [117]. 

� Flavanones  

          Les flavanones les plus étudiées sont la naringénine et l’hespéridine qui sont 

abondantes dans le pamplemousse et les oranges respectivement. Une flavanone moins 

étudiée, eriodictyol, est également abondante dans la peau de citron [120]. 

� Flavones (2-Phényl-chromone) 

          Ces molécules sont les plus nombreuses de groupe (530 flavones et environ 

700 hétérosides de flavones) (figure 3.8) [26]. 

 

 

Figure 3.8 : Structure du flavone [117]. 

� Flavanols   

          Les flavanes sont à l’origine des tanins condensés (figure 3.9) [104]. 
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(+)-catéchine (2R, 3S)                      (-)-catéchine (2S, 3R) 

Figure 3.9 : Structure de flavanols [121, 122].  

. 

� Flavonols 

          Les flavonols (hydroxy-3flavone) sont les flavonoïdes incolores les plus 

omniprésentes en nourritures, et les représentants principaux sont la quercétine et la 

kaempférol (OH en 4', 5, 7) (figure 3.10). Ils sont  présents, généralement, en 

concentrations relativement basses  de 15 à 30 mg/kg de poids frais. Les sources les plus 

riches sont les oignons (jusqu'à 1,2 g/kg), chou vert, poireaux et myrtilles [114].  

 

Figure 3.10 : Structures chimiques de quelques flavonols [114]. 

� Anthocyanidols 

          Parmi les colorants de ce type, six seulement sont importants en biochimie 

alimentaire. Ces composés rouges, bleus ou violets selon leurs structures, se rencontrent 

généralement sous la forme d’anthocyanoside, c'est-à-dire liés à un ou plusieurs glucides, 

ces pigments changent de teinte soit en fonction du pH (rouge-orange en milieu acide au 

bleu-mauve en milieu alcalin) soit lorsque le groupement glucidique est séparé par 

hydrolyse [123, 124].   
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3.5.2 Formes condensées  

3.5.2.1 Tanins 

3.5.2.1.1 Définition  

          D’un point de vue biochimique, une première définition a été proposée par Bate-

Smith (1973) : « des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire 

(PM) compris entre 500 et 3 000 Da qui présentent, à coté des réactions classiques des 

phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines ». Ainsi, 

les tanins sont désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant 

jusqu’à 20 000 Da [125, 126, 127].   

3.5.2.1.2 Classification biochimique 

          Les tanins se divisent en deux catégories: les tanins hydrolysables (groupe 

principalement responsable des effets toxiques pouvant apparaître lors de la consommation 

de certaines plantes) et les tanins condensés (ils ne traversent pas la barrière intestinale, ils 

sont donc beaucoup moins toxiques que les tanins hydrolysables) [128, 129, 130]. Les 

deux groupes principaux de tanins  sont caractérisés  par des structures complexes 

soutenant une multiplicité de groupes phénoliques et par les masses moléculaires relatives 

qui, pour les métabolites secondaires, sont très hautes [131].  

� Les tanins hydrolysables 

          Ce sont des substances non azotées, esters d'acides polyphénoliques associés à un 

sucre simple, généralement le D. glucose ou la xylose [132]. Ils sont caractérisés par le fait 

qu’ils peuvent être dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. 

Ils libèrent alors une partie phénolique qui peut être soit de l’acide gallique (gallotanins 

comme le tanin de Chine ou « acide tannique ») soit un dimère de ce même acide, l’acide 

ellagique (tanins ellagiques) et une partie non phénolique (souvent du glucose ou de l’acide 

quinique) [105].  

          Les tanins hydrolysables sont basés sur l'unité structurale fondamentale d'acide 

gallique et sont presque invariablement trouvés en tant qu'esters multiples avec le D-

glucose (gallotanins) [131]. 
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� Les tanins condensés   

          Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymères de flavan-3-ols  liés 

par un lien interflavane de carbone (C4–C8 ou C4–C6) qui n'est pas  susceptible d’être 

hydrolysé  (figure 3.11) [133, 134]. 

            Ils dérivent des catéchol et des proanthocyanidols par condensation des molécules. 

Ils sont parfois classés parmi les flavonoïdes au sens large car de structure voisine. Les 

tanins condensés ont un haut poids moléculaire et sont insolubles dans l’eau [135]. 

          Les proanthocyanidines ne sont hydrolysés ni par les acides, ni par les tanases, mais 

en présence d’acide fort ou d’agents d’oxydation ils se transforment en substances rouges : 

les phlobaphénes (rouge de cola) [136].   

 

Figure 3.11: Structure oligomérique des tanins condensés (proanthocyanidines et leurs 

monomères catéchine et gallocatéchine) [4]. 

3.5.2.2 Phlorotanins 

          Les phlorotanins sont des polyphénols qui assurent probablement plusieurs fonctions 

biologiques, néanmoins, on considère qu’ils interviennent surtout comme antimicrobiens et 

antiappétants vis-à-vis des herbivores. Ils sont isolés d’algues, de cyanobactéries et 

d’éponges [137].  
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3.5.2.3 Lignines 

          Les lignines constituent 15 à 35 % du bois des Angiospermes et des Gymnospermes. 

En raison de leur caractère hydrophobe marqué, les lignines s’accumulent au niveau des 

parois des cellules. Elles résultent de la polymérisation, tridimensionnelle, de trois unités 

phénoliques de base dénommées monolignols et qui sont les alcools coumarylique, 

coniférylique et sinapylique [105].     

3.5.2.4 Lignanes 

          Appelés aussi phyto-œstrogènes. Ce sont des composés dont le squelette résulte de 

l’établissement d’une liaison entre les carbones b des chaînes latérales de deux unités 

dérivées du 1-phénylpropane [115]. 

3.6 Intérêts dans l’industrie agroalimentaire 

          Les composés phénoliques sont à l’origine du caractère amer de certains produits 

d’origine végétale, tels que les agrumes et leurs produits dérivés (naringine) et les olives 

(oléuropéine). Ils sont aussi responsables de l’astringence des fruits et des boissons. La 

maîtrise de ces caractères conditionne l’acceptabilité des produits par le consommateur et 

présente un enjeu économique majeur pour certaines industries de transformation des 

végétaux [126].  

          Bien que non connus officiellement comme des additifs puisque ils sont étiquetés 

comme « épices », les fabricants proposent des condiments en poudre, sous forme 

d’oléorésine ou d’émulsions à partir d’extraits de romarin pour stabiliser les huiles et les 

graisses, protéger les pigments de caroténoïdes, inhiber le brunissement et stabiliser la 

flaveur. Ces extraits sont utilisés en pâtisserie, produits d’extrusion, huile de soja, 

saucisson fraiche… ils sont autorisés seulement dans les Etats-Unis [138].   

          Les principaux polyphénols d’intérêt technologique dans la pomme, le raisin, l’orge 

ou le thé sont les flavanols ou tanins condensés et lorsqu’une couleur rouge est recherchée, 

les pigments anthocyaniques [126].  

          Les tanins œnologiques exogènes rentrent dans le cadre des additifs et des 

traitements correctifs. De plus, leurs fonctions annoncées sont correctives sur les profils 

polyphénoliques, aromatiques et gustatifs des vins [139].    
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           Récemment, les polyphénols ont suscité l'attention pour leur capacité de prolonger 

la durée de conservation des produits carnés en empêchant la rancidité oxydante [108].  

         Les polyphénols peuvent être considérés comme ingrédient fonctionnel. Les extraits 

riches en polyphénols comme le thé sont actuellement incorporés aux biscuits, lait,  

boissons et chewing-gum pour des raisons alimentaires dues à  leurs effets bénéfiques sur 

la santé. L'addition des composés phénoliques aux produits à base de viande comme 

antioxydants, à la β-lactoglobuline écume comme stabilisateurs, au lait en tant qu'agents 

antifongiques et aux nourritures comme inhibiteurs des réactions de brunissement [108]. 

 3.7 Autres utilisations 

          Dans l'industrie, les polyphénols  sont employés dans la production des peintures, du 

papier, et des produits de beauté  [140].   
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CHAPITRE 4  

ACTIVITES BIOLOGIQUES DES POLYPHENOLS 

 

4.1  Généralités 

           Les polyphénols sont des métabolites secondaires munis de plusieurs activités 

biologiques. Les principales propriétés biologiques sont résumées dans le tableau 4.1. 

Tableau 4.1 : Activités biologiques des composés polyphénoliques [141]. 

Polyphénols Activités 

Acides Phénols (cinnamiques et 

benzoïques) 

Antibactériennes, antifongiques et 

antioxydantes 

Coumarines 

 

Protectrices vasculaires et antioedémateuses 

Flavonoïdes 

 

Antitumorales 

Anti-carcinogènes 

Anti-inflammatoires 

Hypotenseurs et diurétiques 

Antioxydantes 

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux 

Proanthocyanidines 

 

Effets stabilisants sur le collagène 

Antioxydantes 

Anti-tumorales 

Antifongiques 

Anti-inflammatoires 

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes 
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4.2 Activité antioxydante  

          L’oxydation est une des plus importantes manifestations à l’origine de vieillissement 

des produits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations oxydatives affectent les qualités 

nutritionnelles et sensorielles des aliments et peuvent avoir des répercussions sur la santé 

du consommateur. Elles sont également mises en cause dans le vieillissement des tissus 

biologiques et des organismes ainsi que dans de nombreuses pathologies [142]. 

          Dans ce contexte, différents moyens de prévention sont disponibles pour limiter ces 

phénomènes. Parmi eux, la valorisation d’antioxydants d’origine végétale à des fins 

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques représente un enjeu majeur pour la 

recherche et l’industrie [143, 144].  

4.2.1 L’oxydation 

          L’oxydation ou le stresse oxydatif est un état au cours duquel des substances 

oxydantes, externes comme internes, interviennent sur la capacité de défense anti-

oxydative de la cellule [145]. Les principaux agents oxydants (radicaux libres) sont les 

espèces réactives de l’oxygène (O2
.- ,1O2, HO., H2O2, NO.), des enzymes (lipoxygénases, 

péroxydases), des ions métalliques (Cu, Fe) et les peroxydes lipidiques. Qui concourent 

tous à la formation en chaîne de radicaux libres. Ceux-ci attaquent les protéines, les acides 

nucléiques, les acides gras insaturés, les vitamines ou d’autres constituants [142]. Les 

radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques (la chaîne respiratoire, 

l’inflammation,  les systèmes enzymatiques, le cycle redox, les rayonnements et les 

particules inhalées tels que l’amiante et la silice) afin de détruire des bactéries au sein des 

cellules phagocytaires ou pour réguler des fonctions cellulaires létales telle que la mort 

cellulaire programmée ou apoptose (figure4.1) [146].  
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Figure 4.1: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de 

l’oxygène impliquées en biologie [146]. 

� Oxydation des aliments 

          Les aliments contenant des lipides sont très sensibles à l’oxydation. Cette réaction 

spontanée de l’oxygène atmosphérique avec les matières grasses est le processus le plus 

courant entraînant la détérioration des aliments par oxydation. En conséquence, il peut se 

produire des modifications de goût, d’odeur, de couleur et de stabilité en stockage ; 

Comme les goûts crémeux ou métalliques qui peuvent se développer dans les matières 

grasses du lait et du beurre rance [147]. 

          L’ajout d’antioxydants naturels dans les aliments est une technique complètement 

nouvelle. Depuis à peu près 1980, les antioxydants naturels sont apparus comme 

alternative aux antioxydants synthétiques, et ils sont aujourd’hui généralement préférés par 

les consommateurs [147].   

4.2.2 Les antioxydants 

          Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les 

radicaux libres et de mettre fin à la réaction en chaîne avant que les molécules vitales ne 

soient endommagées. Chaque molécule antioxydante capte l’électron célibataire d’un 

radical libre sans donner elle même un produit radicalaire [117, 147].  
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          Certains antioxydants présents de façon naturelle, mais le plus souvent, il est 

nécessaire d’en ajouter à des doses très faibles, pour améliorer la conservation des produits 

en particulier les corps gras animal [148]. 

           Les antioxydants phénoliques peuvent se comporter comme des prooxidants dans 

les conditions qui favorisent leur autoxydation, par exemple, au pH élevé avec des 

concentrations élevées des ions métalliques de transition et en présence de molécule 

d'oxygène. Les petits composés phénoliques qui sont facilement oxydés, comme la 

quercétine, acide gallique, possèdent une activité prooxidante ; tandis que les tannins 

condensés et hydrolysables, ont peu ou pas d'activité prooxidante [149].  

4.2.2.1 Les antioxydants endogènes 

          Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser : en un système de 

défense primaire composé d’enzymes et de substances antioxydantes (la superoxyde 

dismutase (SOD), la catalase, la glutathion peroxydase (GPx), l’acide urique, les protéines 

à groupement thiols) et en un système de défense secondaire composé d’enzymes 

protéolytiques. Des phospholipases, des ADN endonucléases et ligase, des 

macroxyprotéinases  [150].  

4.2.2.2 Les antioxydants naturels 

          Les antioxydants les plus connus sont le β-carotène, l’acide ascorbique, le tocophérol 

ainsi que les oligo-éléments (Cu, Zn, Se, Mn, Cr) et les composés phénoliques. En effet, la 

plupart des antioxydants de synthèse ou d’origine naturelle possèdent des groupes 

hydroxyphénoliques dans leurs structures [151, 152].  

4.2.2.3 Mécanismes d’action des antioxydants phénoliques  

          Les polyphénols sont des antioxydants bien connus avec des effets protecteurs contre 

les maladies cardiovasculaires, le cancer, les maladies neurologiques et d'autres maladies 

dégénératives liées à l'inflammation [144, 153, 154, 155].  

          Les mécanismes antioxydants des polyphénols sont basés sur leur pouvoir donneur 

d’hydrogène et chélateur d’ions métalliques. Ils peuvent former des complexes avec les 

métaux et inhibent l’oxydation lipidique initiée par un métal (figure 4.2) [156, 157].   
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          Les composés phénoliques participent à la lutte contre les radicaux libres car ils ont 

la propriété de pouvoir piéger de nombreuses espèces radicalaires, incluant les radicaux 

hydroxyles, pyroxyles et superoxydes. De par leurs nombreuses propriétés antioxydantes  

[107, 158]. Les tanins condensés ont des propriétés antioxydantes puissantes qui 

combattent l'inflammation et pourraient faciliter la prévention de la progression d’ulcère de 

la colite [159].  

         Les niveaux diététiques totaux des polyphénols sont approximativement 1 g/j, le 

niveau le plus haut que tous les autres antioxydants diététiques connus, autour de 10 fois 

plus que la vitamine C et 100 fois plus que la vitamine E et les caroténoïdes [160, 161]. 

          Selon Zhang et Lin [162]; l’activité antioxydante des polyphénols  dépend de :  

o l'ampleur de leur état colloïdal,   

o la facilité du fendage de lien d'interflavonoïde ou de sa structure stéréochimique,  

o la facilité de l'ouverture d'anneau de pyranne (C-anneau),   

o et les nombres relatifs  de groupes –OH sur les anneaux A et B.  

 

Figure 4.2 : Pouvoir antioxydant des polyphénols [163].  

 

4.3 Activité antimicrobienne  

          Les polyphénols y compris des flavonoïdes et des tanins de plusieurs sources 

végétales (peau de pomme, raisins, propolis, et autres), ont été rapportés pour avoir des 

effets biologiques, y compris des activités antimicrobiennes [164, 165].  
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          Les composés phénoliques empêchent sélectivement la croissance de microbes 

pathogènes et stimulent la croissance des bactéries commensales et certains probiotiques. 

Le niveau de l'inhibition a été lié à la structure chimique du composée phénolique et de 

l’espèce bactérienne [166, 167].  

          Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute très 

complexe. Parmi les hypothèses annoncées, Milane [117] a cité :  

- l’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, 

-la séquestration de substrat nécessaire à la croissance microbienne ou la chélation 

de métaux tels que le fer, 

- l’inhibition du métabolisme microbien 

4.4 Inhibition des enzymes 

          Traditionnellement, les composés phénoliques  ont été considérés nutritionnellement 

indésirables parce qu'ils empêchent les enzymes digestives  [127, 168]. 

          Les tanins forment des complexes insolubles avec les enzymes digestives ce qui 

peuvent entrainer des effets antinutritionnels [169]. Beaucoup d’enzymes, Comme  la 

tyrosinase, la peroxydase, la trypsine  et la décarboxylase sont  trouvées dénaturer par les 

polyphénols. Donc les polyphénols peuvent  précipiter les enzymes digestives et par 

conséquence diminués la digestibilité des aliments si la quantité est excessive [170]. 

4.5 Prévention des maladies 

          La protection du corps  a été largement attribuée aux propriétés  antioxydantes de 

différentes substances phytochimiques  tels que des colorants  d'anthocyanine et d'autres 

composés phénoliques [171]. Les polyphénols ont été qualifiés bénéfiques à la santé 

humaine une fois consommés régulièrement en tant qu'élément d'un régime équilibré 

[172].  

          Les bénéfices  des polyphénols sur la santé ont été largement décrits, 

particulièrement la prévention des maladies cardiovasculaires, inflammatoires, 

neurodégénératives et le cancer [129, 173]. 
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          En termes d’activité pharmacologique, ils protègent contre l'oxydation des lipides à 

haute densité (HDLs). Par conséquent, ils aident le corps à maintenir HDLs, tout en aidant 

à enlever le problème des lipides à basse densité (LDLs) [158, 174]. 

          Les mécanismes de cet effet hypolipidémique peuvent impliquer la régulation de 

l'expression de récepteur de LDL, l'inhibition de la synthèse hépatique de lipide et de la 

sécrétion de lipoprotéine, ou l'élimination accrue de cholestérol par l'intermédiaire des 

acides biliaires [174].  

4.6 Précipitation des protéines 

          Les polyphénols en particulier les tanins sont capables de se lier aux protéines  et 

d'autres macromolécules (amidon, pectines, alcaloïdes, d'autres polyphénols et la cellulose) 

dans les conditions environnementales particulières [134, 175]. 

          Les tanins se fixent à la quasi-totalité des protéines formant ainsi des complexes 

insolubles à pH physiologique (pH 7,4). En plus de former des liaisons directes avec des 

protéines, les tanins établissent des « ponts » entre les protéines, ce qui entraîne leur 

précipitation [125]. 

          L’affinité des tanins pour les protéines augmente avec le nombre des groupements o- 

diphénols qui sont les principaux sites d’interaction. De même, toutes les protéines peuvent 

interagir avec les polyphénols mais les structures riches en proline sont particulièrement 

favorables à l’établissement de complexe [176].    

          En conditions de stress oxydatif, les fonctions phénols des tanins ont tendance à 

s’auto-oxyder en O-quinones. Ces dernières interagissent avec les protéines par des 

liaisons covalentes irréversibles. En conditions non oxydantes et dans la gamme de pH 

autour de 7, les interactions entre tanins et protéines s’établissent par des liaisons 

réversibles (liaisons hydrogènes ou d’interactions hydrophobes) [125]. 

          La formation des complexes de tanin-protéine dépend non seulement de la taille, de 

la conformation et de la charge des molécules de protéine, mais  également de la taille,  la 

longueur et la complexité des tanins impliqués. La précipitation d'un complexe de tannin-

protéine est due à la formation de la surface hydrophobe sur le complexe [127]. 
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4.7 Chélation des ions métalliques 

          Les polyphénols présentant un noyau catéchol où deux groupements C=O et OH 

coplanaires et proches (flavonols, 5-hydroxyflavones…) forment des chélates avec les ions 

métalliques à forte charge positive (Al
3+

, Fe
3+) moyennant le remplacement d’un ou deux 

protons(s) de polyphénols par l’ion métallique [177].  

          Les tanins hydrolysables sont des bons chélateurs capables de former des précipités 

avec les ions métalliques [178]. Ainsi, l’acide tannique chélate les ions ferriques par ces 

groupements gallates ce qui limite l’absorption intestinale du fer non-héminique qui peut, 

si prolongé, mener à l'anémie. L'acide tannique n'affecte pas l'absorption d'autres minéraux 

de trace tels que le zinc, le cuivre, et le manganèse [159, 179].  

4.8 Toxicité 

          Les polyphénols se sont avérés sains dans des études toxicologiques des extraits de 

thé vert et de graine de raisin [180]. Leur toxicité est faible et considérée non toxique 

[181]. Parfois les flavonoïdes jouent un rôle de pro-oxydants. En effet, plusieurs d’entre 

eux ont été décrits comme responsables d’auto-oxydation et de la génération de radicaux 

oxygénés actifs, comme le peroxyde d’hydrogène. Ainsi, ils seraient capables de réduire le 

fer ferrique (Fe
3+) en fer ferreux (Fe

2+) aboutissant à la formation de radicaux hydroxyles 

par réaction entre Fe
2+ et   H2O2

. [117]. 

4.9 Métabolisme et absorption  

          Les polyphénols sont généralement présents dans les aliments végétaux sous forme 

attachée, le plus souvent conjuguée comme glycosides, et la plupart d'entre eux sont 

métabolisés par la microflore intestinale (Bactéries commensales glycohydrolases) ayant 

pour résultat la formation des aglycones [166]. 

          Leur métabolisme commence dans le lumen de l’intestin grêle, la postabsorption  et 

les modifications se produisent également dans le foie et autres organes pour que les 

métabolites puissent être transportés aux tissus extrahépatiques  ou aux reins où ils sont 

excrétés dans l'urine (figure 4.3) [140, 173, 182].  
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          L'emplacement et le taux d'absorption dépendent de la structure chimique, du degré 

de glycosylation/acylation, de la conjugaison d'autres composés phénoliques, de la taille 

moléculaire, du degré de polymérisation et de la solubilité [140]. 

          Les tanins hydrolysables peuvent être métabolisés par les ruminants en composés 

toxiques tels que le pyrogallol [141] (Min et Hart, 2003). Ils sont aussi considérés comme 

des substances antinutritionnelles qui inhibent la protéolyse  [183]. Les effets sur la santé 

des composés phénoliques dépendent de la quantité consommée et de leur disponibilité 

biologique [168]. 

          En général, les flavonoïdes une fois déglycosylés, subissent sous l’action de la 

microflore intestinale (Clostridium orbiscindens, Eubacterium ramulus, Bifidobacterium et 

Lactobacillus) une fragmentation qui débute par le clivage de l’hétérocycle C et aboutit à 

la formation de divers acides phénoliques, absorbés par la muqueuse intestinale et excrités 

dans l’urine [184].   

 

Figure 4.3: Itinéraires pour les polyphénols diététiques et leurs métabolites chez 

l'homme [161]. 
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CHAPITRE 5 

MATERIELS ET METHODES 

 

 

Lieu de travail  

          Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de chimie de département 

d’agronomie université de Blida et au niveau de laboratoire central de contrôle de qualité 

de l’intendance, durant une période allant du 01/02/2011 à  20/09/2011. La purification des 

protéases a été effectuée au niveau de laboratoire de MPCA de département de technologie 

alimentaire de Boumerdes durant la première semaine du mois de juillet. 

5.1 Matériel 

5.1.1 Matériel biologique (artichaut) 

� Origine 

          L’artichaut est une culture maraichère très répandue en Algérie, car elle est d’origine 

méditerranéenne (figure 5.1). Les artichauts utilisés dans ce travail sont des artichauts de la 

variété « artichaut violet » provenant du marché de la région de Boumerdes de la 

production de février et mars 2011.     

 

Figure 5.1  Les différentes parties de la fleur d’artichaut (original). 

� Préparation 

          Les artichauts sont découpés, lavés et séparés en quatre parties : le réceptacle, les 

fleurs, la tige et les bractées. Chaque partie est séchée séparément durant 20 jours à 

l’obscurité et à température ambiante. Chaque partie est broyée en poudre à l’aide d’un 

moulin à café.  

 

Bractées 

Fleurs (foins) 

Réceptacle 
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          Le broyage du solide permet de rompre les membranes cellulaires et la matrice 

extracellulaire et de libérer les molécules contenues dans la cellule [185]. Il permet aussi 

d’intensifier les phénomènes de transfert du solvant à travers l’augmentation de la surface 

spécifique (surface d’échange entre le solvant et le solide) mais également la réduction de 

la distance de pénétration dans le matériel [104].  

Souches bactériennes et fongiques 

Les souches microbiennes utilisées au cours de cette étude sont résumées dans le tableau 

5.1. 

Tableau 5.1 : Souches microbiennes utilisées et leurs provenances. 

Souches microbiennes Provenance  

Bacillus subtilis (Gram +) 

Geobacillus stearothermophilus (Gram +)  

Staphylococcus aureus (Gram +) 

Escherichia coli (Gram -) 

Aspergillus fumigatus 

Candida albicans 

1.10649 Merck KGaA (Allemagne) 

1.11499 Merck KGaA (Allemagne) 

Institut Pasteur de tuberculose (Alger)  

 Isolées au niveau de laboratoire de 

microbiologie école nationale vétérinaire). 

Laboratoire de microbiologie LCI 

Laboratoire de microbiologie LCI 

 

 

5.1.2 Matériel non biologique 

� Appareillage, verrerie et accessoires 

L’appareillage, la verrerie, les accessoires et les milieux de culture utilisés dans ce travail 

sont listés dans l’appendice A.  
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� Réactifs 

Les différents polyphénols (acide gallique, acide tannique, catéchol et Quercétine) 

proviennent de Merck. Le réactif de Folin-Ceocaltau provient de Sigma. Les autres réactifs 

et solvants sont obtenus auprès de Panreac, Cheminova, Prolabo, Aldrich, Organics et 

Janssen. 

5.2 Méthodes 

Notre étude s’est articulée autour de deux axes majeurs : 

� Extraction et caractérisation des protéases par : 

� Extraction et purification des protéases ; 

� Détermination des forces coagulantes. 

� Extraction et caractérisation des composés phénoliques : 

� Comparaison entre les différents modes et solvants d’extraction des 

composés phénoliques. 

� Extraction et purification des composés phénoliques. 

� Etude, in vitro, des activités biologiques des extraits polyphénoliques 

purifiés : 

o Etude de l’activité antioxydante ; 

o Etude de l’activité antibactérienne ; 

o Etude de l’activité antifongique. 

          Le diagramme suivant (figure 5.2) illustre en général la démarche suivie pour la 

réalisation de cette étude : 
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Figure 5.2 : Diagramme  général de l’étude expérimentale (original). 

Les différentes parties de la fleur d’artichaut   : 

- Bractées 
- Tige 
- Fleurs 
- Réceptacle  

 

Extraction et 
purification des 

protéases 

Extraction des 
polyphénols  par 

différentes méthodes et 
solvants 

Extraction et purification 
des polyphénols 

Dosage qualitatif             
et quantitatif 

Etude des activités   
biologiques 

Activité  
antibactérienne  

Activité  
antifongique 

Caractérisation 
Force coagulante 

Analyses           physico-
chimiques  

Activité  
antioxydante 
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5.2.1 Analyses physico-chimiques  

5.2.1.1 Détermination de la teneur en extrait sec  

          La teneur en extrait sec (matière sèche) de la matière première est déterminée par la 

méthode de référence (NA 1213/ 1992). 

� Principe  

          Le principe est basé sur la dessiccation de la prise d’essai à une température de 103 

°C dans une étuve isothermique ventilée, à la pression atmosphérique jusqu’à l’obtention 

d’un poids pratiquement constant. 

� Mode opératoire  

o Préparer les vases à tare, en les mettant dans l’étuve (103 � 1 °�) une demi heure, en 

les refroidissant et en les pesant ; 

o Peser 5 g de chaque échantillon dans chaque vase à tare ; 

o Sécher les échantillons dans l’étuve à 103 � 1°� durant 4 h, refroidir au dessiccateur 

pendant 30 min. 

� Expression des résultats  

La teneur en matière sèche est donnée par la relation suivante : 

��% �
	2� 	0

	1� 	0

 100 

Où : 

MS :   matière sèche en % 

m0    :   masse de vase à tard vide (g). 

m1   :   masse de vase à tard et de la prise d’essai (g). 

m2 : masse de vase à tard et du résidu (g). 

5.2.1.2 Détermination des cendres totales  

           La teneur en matière minérale est déterminée par la méthode de référence           

(NA 732/ 1990). 

� Principe  

          Incinération d’une prise d’essai dans une atmosphère oxydante à une température de 

550 � 10 °C, jusqu’à combustion complète de la matière organique et obtention d’une 

masse constante. 
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� Mode opératoire  

o Chauffer les nacelles à incinération durant 15 min dans le four à moufle à 

550 � 10 °�, laisser refroidir une heure et peser les nacelles  Porter au four à 

moufle ; 

o Prendre une prise d’essai de 5 g et l’humecter au moyen de 1 à 2 ml d’éthanol ; 

o Placer les nacelles et leurs contenus à l’entrée du four, préalablement chauffé, 

jusqu’à que la matière s’enflamme ; 

o Après l’extinction de la flamme, placer les nacelles dans le four. Poursuivre 

l’incinération jusqu’à combustion totale de la matière et obtention d’une 

coloration blanchâtre ; 

o Refroidir les nacelles dans le dessiccateur pendant une heure et les peser. 

� Expression des résultats  

          La teneur en cendres exprimée en pourcentage massique de l’échantillon rapportée à 

la matière telle qu’elle est donnée par la relation suivante : 

 

��% �
	2 � 	0

	1 � 	0

 100 

Où : 

TS : taux des cendres (%). 

m0    :   masse de vase à tare vide (g). 

m1   :   masse de vase à tare et de la prise d’essai (g). 

m2 : masse de vase à tare et du résidu (g). 

          La teneur en matière minérale est exprimée en pourcentage massique rapportée à la 

matière sèche (MM% MS) est égale à : 

��/��% �
	2 �	0

	1 �	0

 100 


100

100 � �
 

   Où : 

TS/ MS: taux des cendres par rapport à la matière sèche 

m0    :   masse de vase à tare vide (g). 

m1   :   masse de vase à tare et de la prise d’essai (g). 

m2 : masse de vase à tare et du résidu (g). 

H : la teneur, en pourcentage, en eau de la poudre végétale. 
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5.2.1.3 Détermination de la teneur en matière grasse  

          La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la détermination de la 

matière grasse dans les aliments solides déshydratés. 

� Principe  

          C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pèse l’échantillon au début et la matière 

grasse extraite par un solvant apolaire à la fin de l’extraction. 

� Mode opératoire 

o sécher 5 g d’échantillon à l’étuve à 105 °C pendant 3 h ; 

o placer l’échantillon sec dans une capsule de cellulose, l’échantillon est extrait en 

continu par de l’acétone à ébullition qui dissout graduellement la matière grasse. 

o Le solvant s’évapore et la matière grasse s’accumule dans le ballon jusqu’à ce que 

l’extraction soit complète. Une fois l’extraction terminée, la matière grasse est 

pesée. 

� Expression des résultats 

          La teneur en matière grasse est exprimée selon la formule suivante : 

MG �%� �
Mmg

��

 100 

Où : 

MG : la matière grasse (%). 

Mmg : la masse de la matière grasse après extraction (g). 

Me : la masse de l’échantillon (g). 

5.2.1.4  Détermination du pH 

� Principe  

          Le pH est déterminé à l'aide d'un pH mètre, il consiste à introduire l’électrode dans 

le produit à analyser. 

� Mode opératoire  

          On introduit l’électrode du pH mètre directement dans le produit à analyser et on le 

laisse stabiliser. 
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� Expression des résultats  

          La valeur du pH est affichée directement sur le pH mètre. 

5.2.2 Extraction, purification et caractérisation des protéases 

5.2.2.1 Extraction des protéases 

Les protéases d’artichaut sont extraites selon le protocole décrit par Nouani et al. [186]. 

o Dans un erleinmayer, introduire 10 g de la poudre d’artichaut ; 

o Ajouter 100 ml d’acétate de sodium 0,1 M, pH 5 et 0,2 % d’acide borique pour 

éviter le développement des microorganismes ; 

o Agiter doucement le mélange durant 30 minutes ; 

o Macérer le mélange 24 heures à 4 °C ; 

o Filtrer le mélange sur un tissu pour éliminer les grosses particules; 

o Centrifuger le filtrat à 1000 tours/minutes 45 min à 4 °C ; 

o Filtrer le centrifugeât sur un papier filtre n° 4 puis sur membrane 0,45 µm et 

conserver à 4 °C.     

5.2.2.2 Purification des protéases 

          La purification des protéases a été effectuée par chromatographie d’exclusion, 

technique d’élution sur colonne selon le protocole décrit par Nouani et al. [186]. 

� Principe 

          La chromatographie d’exclusion est fondée sur la rétention sélective des solutés 

suivant la taille de leurs molécules lors de leur pénétration dans les pores de la phase 

stationnaire remplis du solvant [187]. 

� Mode opératoire     

          Pour la purification partielle de l’extrait enzymatique brut d’artichaut nous avons 

utilisé une colonne semi-préparatoire avec le gel Séphadex G75 avec un tampon d’élution, 

acétate de sodium 0,1 M ajusté à pH 5.  

1/ Préparation du gel et remplissage de la colonne 

          5 g du gel séphadex G75 ont été mises à gonfler dans 150 ml d’acétate de sodium 0,1 

M pendant 24 h. Le remplissage se fait au fur et à mesure que le gel décante dans la 

colonne en évitant la formation des bulles d’air et l’excès de tampon est évacué. 
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2/ Appareillage utilisé 

o Réservoir d’éluant  

o Colonne semi-préparatoire type Pharmacia K26/50, de dimension 40 cm 
 5 cm. 

o Pompe péristaltique type Desaga, Heidelberg. 

o Un collecteur muni de 100 tubes à essai type Bromma 2112 Redirac fraction 

collector. 

o Un spectrophotomètre UV visible type Perkin Elmer, réglé à 280 nm. 

3/ Dépôt de l’échantillon 

          Déposer, délicatement, 5 ml de la solution enzymatique brute sur la surface du gel. 

L’élution des protéases se fait par l’acétate de sodium par un débit de 1 ml/1,5 min à raison 

de 2 ml dans chaque tube. La densité optique de chaque fraction est mesurée à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV visible à une longueur d’onde λ= 280 nm.  

4/ Concentration de l’extrait enzymatique partiellement purifié 

          Les fractions actives douées d’une activité coagulante sont regroupées et concentrées 

par lyophilisation à une pression de 0,043 millibars et à une température de -58 °C.  

5.2.2.3 Dosage des protéines totales (NA 652, 1992) 

� Principe 

          La méthode de KJELDAHL  est une méthode classique ; utilisée pour quantifier les 

protéines contenues dans un produit à partir de dosage de l’azote total. 

Cette méthode est basée sur la minéralisation par l’acide sulfurique H2SO4 à 0,25 N d’une 

prise d’essai, en présence de catalyseurs, suivie d’ne distillation de l’ammoniac libéré, dans 

un excès d’acide borique H3BO4. 

          La teneur en azote de l’échantillon sera déterminée par titrimétrie de l’ammoniac par 

l’acide chlorhydrique HCl à 0,25 N.    

� Mode opératoire  

� Minéralisation  

o Dans des matras de KJELDAHL, introduire environ 15 g de sulfate de potassium 

anhydre K2SO4 et 1 g de sulfate de cuivre CuSO4 ;  

o Ajouter dans le premier matras 1 g d’échantillon pour essai sur un morceau de 

papier sans cendre, sachant que le second matras formera l’essai à blanc ; 
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o Ajouter 25 ml d’acide sulfurique pure  

o Introduire 5 ml de différents extraits, 

o Effectuer un essai à blanc, en utilisant 1 g de saccharose comme prise d’essai ;  

o Placer les matras dans le minéralisateur pendant 3 h à 350 °C jusqu’à obtention 

d’une solution verdâtre limpide.  

� Distillation et dosage de l’ammoniac  

o Après refroidissement des minéralisâtes, ajouter avec précaution 50 ml d’eau 

distillée dans chaque matras ;  

o La neutralisation est réalisée avec 100 ml d’une solution d’hydroxyde de sodium 

NaOH à 35% 

o Placer la fiole au distillateur et l’allonge qui termine le dispositif dans une fiole 

conique contenant 50 ml d’acide borique H3SO4 à 4% et 1ml de l’indicateur mixte 

(rouge de méthyle et bleu de méthylène) ; 

o Après distillation ; tirer le distillat avec l’acide chlorhydrique à 0,25 N. 

� Expression des résultats  

          Les résultats sont exprimés en pourcentage du poids de protéines par rapport au 

volume total de la prise d’essai selon la formule suivante : 

P% �
1,4��1 � �0�N. F

�
 

Où : 

P% : La teneur en protéine, exprimée en pourcentage ; 

N : Normalité de l’acide chlorhydrique, qui est de l’ordre de 0,25 N ; 

V0: Volume, en ml, de la solution d’acide chlorhydrique, utilisé pour l’essai à blanc ; 

V1 : Volume, en ml, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour le titrage ;   

V : Volume en ml de la prise d’essai ; 

F : Facteur de conversion à appliquer pour obtenir le taux des protéines à partir de l’azote 

total, qui est de l’ordre de 5,7 pour les végétaux [188]. 
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5.2.2.4 Mesure de l’activité coagulante (méthode de Berridge)  

5.2.2.4.1 Préparation de substrat de Berridge  

          Peser 12 g du lait écrémé en poudre 0% de matière grasse (low heat milk provenue de 

la laiterie et fromagerie de Boudouaou) qu’il faut dissoudre dans 100 ml de solution de 

Cacl2 à 0,01 mol et suivre une agitation lente pendant 20 minutes, le substrat est réparti dans 

des tubes à essai à raison de 10ml pour chacun et maintenir 30 minutes dans un bain Marie 

à 35 °C (pH 6,5). 

5.2.2.4.2 Mesure du temps de prise par la méthode visuelle de Berridge  

          Cette méthode consiste à déterminer visuellement, à l’aide d’un chronomètre, à 

partir du moment de l’addition de la solution enzymatique coagulante (1 ml de la solution 

enzymatique dans 10 ml du lait)  le temps d’apparition des premiers flocons des micelles 

de caséine (taille de 2,10-4 m) qui corresponde au temps de prise. Le temps de coagulation 

est trois fois le temps de prise. 

5.2.2.4.3 Calcul de la force coagulante  

          En 1945, Berridge a définit l’unité de présure (UP) comme la quantité d’enzyme 

active (1ml) qui coagule 10 ml de substrat standard dans 40 minutes, à 35 °C et à pH 6,4  

[59]. 

   Cette activité est exprimée aussi en force coagulante et calculée selon la formule 

suivante : 

                                     

F �
2400 
 V1

t 
 V2
 

Où : 

- F : la force coagulante (sans dimension).  

- v1 : le volume du lait utilisé (ml). 

- v2 : le volume de l’extrait enzymatique coagulant (ml). 

- t : le temps de prise en seconde. 
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5.2.2.5 Caractérisation de la solution enzymatique  

          Plusieurs facteurs peuvent influencer la force coagulante des extraits enzymatiques.    

L’étude de leur impact sur la coagulation permet d’optimiser les conditions de cette 

dernière. 

5.2.2.5.1 Influence de la température du lait  

          La force coagulante de l’extrait purifié et de la présure (10 mg/100 ml) est 

déterminée en faisant varier la température du lait de 20 °C à 80 °C par un intervalle de 10 

°C en utilisant un bain-marie (pH du lait 6,5 et la concentration en CaCl2 est de 0,01 mol). 

5.2.2.5.2 Influence du pH  

          Pour déterminer l’influence du pH du lait sur la force coagulante de l’extrait de 

l’artichaut comparée à celle de la présure (CHR Hansen Danemark provenue de la laiterie 

et fromagerie de Boudouaou), en faisant varier le pH du lait de 5,2 à 7 par un intervalle de 

0,4 (température de 35 °C et concentration en CaCl2 de 0,01 mol). 

          L’ajustement du pH s’effectue par l’addition sous agitation d’acide chlorhydrique 

(12,5 %) et la soude (1 N).      

5.2.2.5.3 Influence de la concentration en CaCl2 

          La concentration du lait en CaCl2 est variée de 0,005 mol à 0,07 mol par un 

intervalle de 0,002 mol pour vérifier l’influence de cette concentration sur la force 

coagulante de la protéase. 

5.2.2.6 Rendement en protéines brutes [189]  

          Le rendement en protéines brutes est le rapport entre la masse en protéines d’extrait 

enzymatique brut et de la matière première. Ce rendement est calculé selon la formule 

suivante : 

"% �
Mpe

Mpp

 100 

Où : 

R : rendement en protéines brutes (%) 

Mpe : masse en protéines d’extrait enzymatique brut (g) 

Mpp : masse en protéines de la matière première (g). 
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5.2.2.7 Rendement de prépurification [189]  

          Le rendement de prépurification est le rapport entre la force coagulante d’extrait 

enzymatique prépurifié et celle d’extrait brut. Ce rendement est calculé selon la formule 

suivante : 

"% �
Fp

Fb

 100 

Où : 

R : rendement de prépurification (%) 

Fp : force coagulante d’extrait purifié (sans dimension) 

Fb : force coagulante d’extrait brut (sans dimension). 

5.2.3 Extraction des polyphénols 

5.2.3.1 Méthodes d’extraction 

          Deux méthodes d’extraction, solide-liquide, sont utilisées, la macération et la 

décoction, le but était de tenter d’obtenir in vitro, de meilleurs rendements, et/ou une 

production sélective de polyphénols à propriétés bioactives [141]. 

          Bien que le choix de la méthode d'extraction puisse avoir un effet significatif sur la 

qualité de l'extrait, le solvant utilisé fournit les moyens les plus évidents d'influencer la 

composition qualitative de l'extrait [190]. Le solvant approprié  à l'extraction incluent la 

capacité de dissoudre les composés d'intérêt, de facilité leur déplacement, d'être non 

toxique et non inflammable [190]. Les solvants à Bas-polarité rapportent des composés 

plus lipophiles, tandis que les alcools extraient les composés apolaires et polaires, et l'eau 

extrait seulement les composants polaires à partir de l'échantillon [191].  Le choix de 

l'éthanol comme solvant organique a été basé sur le fait que l'éthanol une fois mélangé 

avec de l'eau améliore la solubilité du composants bioactifs en comparaison avec l'eau pure 

[158]. 
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          Dans cette étude nous avons utilisés trois solvants : l’eau, l’éthanol (70% v/v), 

l’acétone (70% v/v) et le méthanol (70% v/v).  

� La macération 

          La macération est une opération qui consiste à laisser la poudre du matériel végétal 

en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une 

extraction qui se fait à température ambiante [192]. 

          L’opération bien que généralement longue et à rendement souvent médiocre, est la 

seule méthode utilisable dans le cas de l‘extraction d‘un ensemble de molécules fragiles. 

Pour être efficace, une macération, peut durer de 4 à 10 jours environ ; ceci peut présenter 

quelques inconvénients, en termes de fermentation, ou de contamination bactérienne 

notamment si le solvant utilisé est l‘eau. Ces phénomènes peuvent entraîner une 

dégradation rapide des molécules actives [104].  

          Pour extraire les polyphénols des différentes parties d’artichaut (bractées, tige, fleurs 

et réceptacle) par macération, nous avons opté pour le protocole décrit par Romani et al. 

[17] en apportant quelques modifications (figure 5.2). 

� Mode opératoire 

o Dans une fiole, introduire 10 à 30 g de la poudre d’artichaut ; 

o Ajouter 100 ml du solvant (eau, éthanol 70 %, acétone 70 % et méthanol 70 

%) ; 

o Laisser le mélange en contacte durant 2,5 h à température ambiante ; 

o Filtrer le mélange par un tissu ; 

o Réextraire les résidus une deuxième fois de la même manière précédente ; 

o Centrifuger le filtrat 20 min à 4000 t/min à température ambiante ; 

o Filtrer sur papier whatman N° 1 ; 

o Conserver le filtrat à 4 °C jusqu’à utilisation. 
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10 à 30 g de la poudre d’artichaut 

 

Macération 2,5 h à température ambiante 

 

Filtration sur tissu 

 

Réextraction des résidus 

 

Centrifugation à 4000 tr/min durant 20 min 

 

Filtration sur papier Whatman N° 1 

 

   Conservation à 4 °C. 

 

Figure 5.3 : Diagramme d’extraction des polyphénols par macération [17]. 

 

� La décoction  

          Dans la technique d'infusion, l'échantillon est bouilli pendant environ 15 minutes 

dans l'eau. L'extraction avec de l'eau pure, cependant, est rarement employée pour la 

matière végétale pendant que des composés hydrophiles sont habituellement extraits au 

moyen mélanges de l'méthanol-eau ou d'eau-éthanol. [191].  

          Pour extraire les polyphénols des différentes parties de la fleur d’artichaut (bractées, 

fleurs, tige, réceptacle), par différentes solvants (eau, éthanol 70%, acétone 70% et 

méthanol 70%), nous avons procédés au protocole décrit par Chavane et al. [169]. 

� Mode opératoire 

o Dans une fiole, introduire 1 à 2 g de la poudre d’artichaut ;  

o Ajouter 40 ml  du solvant d’extraction qui est de l’eau distillée, de l’éthanol 

(70% v/v), de l’acétone (70% v/v) et de méthanol (70% v/v) ; 

100 ml du solvant : eau, éthanol 
70%, acétone 70% et méthanol 70%. 
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o Placer la fiole dans un bain Marie à température d’ébullition du solvant 

(100 °C pour l’eau, environ 78 °C pour l’éthanol, environ 56 °C pour 

l’acétone et environ 65 °C pour le méthanol) durant 30 min ; 

o Filtrer à l’aide d’un tissu ; 

o Réextraire les résidus de la même manière précédente ; 

o  Réunir les extraits et centrifuger à 4000 tr/min pendant 20 min ; 

o Filtrer l’extrait sur papier Whatman N° 1 ; 

o Conserver  l’extrait brute 4 °C jusqu’à utilisation. 

1 à 2 g de la poudre d’artichaut 

 

Décoction dans un bain Marie 30 min à température appropriée 

Filtration sur tissu 

Réextraction des résidus 

Centrifugation à 4000 tr/min durant 20 min 

Filtration sur papier Whatman N° 1 

Conservation à 4 °C. 

Figure 5.4: Diagramme d’extraction des polyphénols par décoction [169]. 

 

Rendement d’extraction 

          Selon Falleh et al. [102], le rendement d’extraction est calculé par la formule 

suivante : 

R �%� �
�"�'(

MRéch

 100 

Où : 

R : le rendement en % ; 

MRext : la masse de l’extrait après évaporation du solvant en mg; 

MRéch : la masse sèche de l’échantillon en mg. 

 

 

40 ml du solvant : eau, éthanol 70%, 
acétone 70% et méthanol 70%. 
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5.2.3.2 Dosage des composés phénoliques totaux  

          Le dosage des polyphénols a été effectué selon la méthode décrite par Boizot et 

Charpentier,  [193]. 

� Principe  

          Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit dès 

1965 par Singleton et Rossi. Le réactif est constitué par un mélange d’acide 

phosphotungstique (H
3
PW

12
O

40
) et d’acide phosphomolybdique (H

3
PMo

12
O

40
). Il est 

réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstène (W8 

O23)  et de molybdène (Mo8 O23). La coloration produite, dont l’absorption maximum est 

comprise entre 725 et 760 nm est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents 

dans les extraits végétaux [193] (figure 5.5). 

� Mode opératoire 

Préparation de la gamme étalon d’acide gallique 

          Une gamme de neufs concentrations d’acide gallique allant de 0 à 0,17 mg/ml a été 

préparée à partir d’une solution mère de 0,2 mg/ml de concentration (tableau 5.2). 

 

Figure 5.5 : L'acide gallique (Acide 3,4,5-trihydroxybenzoique). 

Tableau 5.2: La gamme étalon de l’acide gallique 

N° de tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Volume pris de la solution 

mère 

0 0,05 0,1 0,25 0,4 0,5 0,65 0,75 0,85 

Volume ajouté d’eau distillée 1 0,95 0,9 0,75 0,6 0,5 0,35 0,25 0,15 

Concentration finale de l’acide 

gallique en mg/ml 

0 0,01 0,02 0,05 0,08 0,1 0,13 0,15 0,17 

La courbe d’étalonnage des polyphénols totaux est en appendice B.1 
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Analyse des échantillons 

o Introduire 100 µl de la solution d’acide gallique à différentes concentrations dans 

les tubes à essai de la première série et 100 µl de chaque échantillon à analyser 

dans les tubes de la deuxième série. 

o Ajouter 500 µl du réactif Folin-Ciocalteau puis 400 µl de la solution de bicarbonate 

de sodium (Na2CO3) à 7,5 % dans chaque tube (favoriser un milieu alcalin pour 

déclencher la réaction d'oxydoréduction). 

o Agiter puis incuber à l’obscurité pendant dix minutes ; 

o Lecture des absorbances à 760 nm ; 

o Le blanc est préparé par la même manière précédente en remplaçant la solution 

d’acide gallique par 100 µl d’eau distillée.  

� Expression des résultats 

          La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant à la 

courbe d’étalonnage de l’acide gallique. Exprimer en milligramme équivalent d’acide 

gallique par millilitre.   

5.2.3.3 Dosage des flavonoïdes  

          Le dosage des flavonoïdes totaux a été effectué selon la méthode décrite par 

Dehpeur et al. [194].  

� Principe 

          Le principe de la méthode colorimétrique du chlorure d’aluminium  est que le 

chlorure d’aluminium forme des complexes acides stables avec le groupe cétonique C-4 et 

avec le groupe d'hydroxyle de carbone C-3 ou C-5 de flavones et de flavonols. En outre, le 

chlorure d’aluminium forme des complexes acides labiles avec les groupes 

orthodihydroxyl dans le cycle A ou B de flavonoïdes [195] (figure 5.6). 
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Figure 5.6: Principe de réaction entre les flavonoïdes et Alcl3 [192]. 

� Mode opératoire 

Préparation de la gamme d’étalonnage 

          Une gamme de 9 concentrations de quercétine (C15 H10 O7) allant de 0 à 40 µg/ml à 

été préparée à partir d’une solution mère de 40 µg/ml de concentration (4 mg de quercétine 

dissoute dans 100 ml de méthanol absolu) (tableau 5.3). 

Tableau 5.3 : Gamme d’étalonnage de la quercétine     

N° de tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Volume pris de la solution mère (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,4 1,8 2 

Volume ajouté de méthanol absolu  

(ml) 

2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 0,6 0,2 0 

Concentration finale de quercétine 

(µg/ml) 

0 4 8 12 16 20 28 36 40 

La courbe d’étalonnage des flavonoïdes est en appendice B.2. 

Analyse des échantillons 

o Introduire 500 µl de la solution de quercétine à différentes concentrations dans les 

tubes à essai de la première série et 500 µl de chaque échantillon à analyser dans 

les tubes de la deuxième série. 

o Ajouter 1500 µl du méthanol à 95 %, puis 100 µl de la solution de chlorure 

d’aluminium Alcl3 à 10 %, 100µl d’acétate de sodium à 1 M et 2,8 ml d’eau 

distillée ; 

o Agiter puis incuber à l’obscurité et à température ambiante pendant 30 minutes ; 

o Le blanc est réalisé par remplacement de l’extrait par du méthanol à 95% ; 

o Lecture des absorbances à 415 nm ; 
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� Expression des résultats  

          La concentration en flavonoïdes est exprimée en milligramme équivalent de 

quercétine par millilitre en se référant à la courbe d’étalonnage de la quercétine.  

5.2.3.4 Dosage des tanins condensés   

      Les tanins condensés sont déterminés par la méthode à la vanilline en milieu acide 

décrite par Ba et al. [196]. 

� Principe 

          Le réactif vanilline-HC1 est spécifique pour les flavane-3-ol et 

proanthocyanidines. La réaction est basée sur la condensation de l'aldéhyde phénolique 

(vanilline) avec la structure de phloroglucinol de flavan-3-ol et de proanthocyanidines 

dans des conditions acides en méthanol ou éthanol [134] (Figure 5.7). 

      

Figure 5.7: Principe de réaction entre la vanilline et les tanins condensés   [197]. 

� Mode opératoire  

Préparation de la gamme d’étalonnage 

          Une gamme d’étalonnage de 8 concentrations de catéchol allant de 0 à  0,9 mg/ml a 

été préparée à partir d’une solution mère de 1,5 mg/ml de concentration (tableau 5.4). 
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Tableau 5.4 : Gamme d’étalonnage de catéchol.     

N° de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 

V pris de la solution mère (ml) 0 0,005 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 2,4 

Volume ajouté d’eau distillée (ml) 4 3,995 3,9 3,8 3,6 3,2 2,4 1,6 

Concentration finale de catéchol 

(mg/ml) 

0 0,019 0,037 0,075 0,15 0,3 0,6 0,9 

La courbe d’étalonnage de la catéchol est jointe à l’appendice B.3 

Analyse de standard et des extraits 

o Préparer le réactif de vanilline en mélangeant à volume égal : l'Hcl à 8 %, le 

méthanol à 37 % et 4 % de vanilline dans du méthanol, le mélange est  maintenu à 

30 °C avant le dosage ; 

o Introduire 200 µl de la solution de catéchol de différentes concentrations dans les 

tubes à essais de la première série et  200 µl de chaque extrait à analyser dans les 

tubes de la deuxième série ; 

o Ajouter 1 000 µl de réactif de vanilline dans chaque tube ;  

o Agiter les tubes puis les incuber à l’obscurité à 30 °C pendant 20 min ; 

o Préparer le blanc en remplaçant le réactif par le mélange méthanol-acide; 

o Lire l'absorbance par un spectrophotomètre UV à 500 nm. 
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Expression des résultats 

          Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent catéchol par 100 mg de matière 

sèche.  

5.2.3.5 Extraction des polyphénols par Soxhlet [27, 192] 

 

 

Figure 5.8: Système d’extraction au Soxhlet [151]. 

� Mode opératoire 

o Dans un siphon de 250 ml d’un montage Soxhlet, introduire la cartouche qui 

comporte 10 à 30 g de poudre d’artichaut (figure 5.8) ; 

o Dans un ballon de 500ml, introduire 300ml du solvant, éthanol à 70% (v/v) ; 

o Placer le ballon dans une source de chaleur à température de 78 °C ; 

o L’extraction se poursuit durant six heures pour extraire le maximum de 

polyphénols ; 

o L’extrait obtenu est évaporé sous vide à température de 60 °C. 

5.2.3.6  Purification des polyphénols 

Les extraits des différentes parties d’artichaut (bractées, fleurs, tige et réceptacle) ont 

été purifiés selon la méthode décrite par Cherbi et al. [198] et Escribano et Santos-Buelga 

[199].  
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Les extraits préparés pour ce test, étaient tous extraits par un mélange hydro- 

alcoolique éthanol/eau (70: 30, V/V) par Soxhlet.  Pour la purification des polyphénols, on 

a procédé à une opération de purification  selon les étapes suivantes : 

1/ Dépigmentation/Dégraissage : 

          Après avoir évaporé l’éthanol sous pression à 60 °C, la phase aqueuse obtenue subit 

une série d’extraction liquide-liquide par des solvants non miscible à l’eau et de polarité 

croissante, d’abord par l’éther de pétrole qui élimine les pigments chlorophylliens, les 

caroténoïdes et les lipides et tous composés non phénoliques. Puis par le chloroforme pour 

plus de purification. 

2/ Purification des composés phénoliques : 

La phase aqueuse obtenue  est extraite trois fois à l’acétate d’éthyle (100 ml), au 

quel on ajoute 20 % de sulfate d’ammonium et 2 %  d’acide métaphosphorique. L’acétate 

d’éthyle entraine les composés polaires (composés phénoliques). 

 Les phases organiques sont regroupées et séchées en ajoutant une quantité suffisante du 

sulfate de sodium anhydre (environ 10 g), puis elles sont évaporées sous pression à 55°C. 

Le résidu obtenu est récupéré dans 10 ml d’éthanol 70% (v/v)  et filtrer à travers un filtre 

de 0,22 µm donnant ainsi l’extrait phénolique purifié qui est conservé a 4 °C jusqu'à 

utilisation. 

5.2.3.7  Dosage de la vitamine C [11] 

� Principe 

          L’acide ascorbique est facilement oxydé en acide déhydroascorbique (DHAA) et il 

est donc nécessaire de choisir des solutions qui minimisent les pertes, comme l’acide 

métaphosphorique oxalique ou acétique et des agents réducteurs tels le dithiothréitol 

(DTT) pour complexer les ions métalliques [11]. 

� Mode opératoire 

o Peser 1 à 5 g d’échantillon ; 

o Additionner à cette prise d’essai 25 à 50 ml d’acide métaphosphorique à 0,5% 

contenant 0,2 % de dithiothréitol (DTT) à l’aide d’un homogénéisateur ou par 

agitation ; 

o Centrifuger l’extrait puis diluer avec un tampon d’acétate à pH 4,8 contenant 0,2% 

de dithiothréitol (DTT) jusqu’à 100 ml; 
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o Filtrer à travers un filtre normale puis à travers un autre de 0,45µm ; 

o Injecter dans une ligne d’HPLC. 

Condition d’HPLC  

o Colonne : acier inoxydable, 250 
 4,0 mm C8; 

o Phase stationnaire : Hypersil ODS (shandon), 5 µm ; 

o Phase mobile : tampon acétate/méthanol/eau (15/40/45 v/v)  1,5 ml/l 

diméthylhéxylamine ; 

o Débit : 0,8 ml/min 

o Pression : 90 bars 

o Volume d’injection : 10-20 µl 

o Temps de rétention : environ 6 à 8 min 

o Volume d’injection : 10 à 20 µl 

o Détection : 254 nm en UV 

� Expression des résultats 

          Calcul : technique de l’étalonnage externe, mesure de la surface ou de la hauteur des 

pics des chromatogrammes (Appendice C). 

5.2.3.8 Chromatographie sur couche mince CCM 

� Principe 

          La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de séparation des 

constituants d’un mélange de principes actifs par entraînement d’une phase mobile 

(solvant) le long d’une phase stationnaire (gel de silice). Elle permet une analyse 

qualitative des principes actifs présents dans le mélange. 

� Mode opératoire 

          Les analyses de la  CCM ont été effectuées sur plaques du gel de silice avec 

indicateur fluorescent (20×20 cm, 60 F254). Dans trois systèmes de migration constitués de  

o chloroforme : acétate d’éthyle : acide formique (50 :40 :10, V/V/V) [200]. 

o n-butanol : acide acétique : eau distillée (4 : 1 : 5, V/V/V) [202]. 

o acétone : eau distillée (50 : 50, V/V) [201]. 

o 5 µl de chaque extrait  et standards (5 mg/ml) sont déposés sur les plaques à 

l’aide d’une  micropipette, les plaques sont ensuite introduites dans la 

chambre de migration préalablement saturée par les vapeurs de la phase 
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mobile en respectant une distance de 0,5 cm entre le solvant et les spots 

déposées. 

Révélation  

          Après développement, les plaques sont séchées à 105 °C, puis visualisées par les  

systèmes de révélations suivants : 

- Révélation physique sous UV à 254 nm  et à 366 nm; 

- Révélation chimique par : 

o Une solution aqueuse de trichlorure de fer et de potassium 

hexacyanoferrate (FeCl3, K3Fe (CN)6 1%/10%, V/V, G/V)  pour la  

détection des composés phénoliques [202].  

o Une solution méthanolique de chlorure d’aluminium AlCl3 (1%) pour la 

détection des flavonoïdes [192]. 

o La vanilline sulfurique (0,5%) pour la détection des terpenoïdes, des 

dérivés de type phenylpropane et des phénols [192]. 

o une solution méthanolique de DPPH. (2,5 mg/100 ml) pour la détection 

des composés ayant une activité antioxydante [203]. 

          Les rapports frontaux des spots issus de la séparation sont calculés selon la formule 

suivante : 

"+ �
,

D
 

Où : 

RF : rapport frontal. 

d : distance parcourue par la substance (cm). 

D : distance parcourue par le front de l’éluant (cm). 

          Le nombre, les couleurs et  les rapports frontaux sont comparés à ceux des témoins 

permettant ainsi l’identification des constituants des différents extraits. 

5.2.3.9 Détermination de l’activité antioxydante 

          Pour la détermination de l’activité antioxydante par la méthode de DPPH des extraits 

purifiés de différentes parties de la fleur d’artichaut nous avons opté au protocole décrit par 

Popovici et al. [152]. Une méthode indirecte, mesurant l'activité  de balayage sur un radical 

libre artificiel stabilisé,  le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH.) [171, 204].  
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� Principe  

          Le DPPH. (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur 

violacée qui absorbe à 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical 

DPPH. est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées à 517 

nm servent à calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH., qui est proportionnel 

au pouvoir antiradiécalaire de l’échantillon [151, 156] (figure 5.9).   

 

  

Figure 5.9 : Réduction du radical DPPH· [156]. 

� Mode opératoire 

o Préparer une solution fraiche du DPPH en solubilisant 2,5 mg du DPPH dans 100 

ml du méthanol; 

o 0,1 ml de chaque extrait est ajouté à 3,9 ml du DPPH ; 

o Agiter fortement le mélange et incuber 30 min à l’obscurité ; 

o Effectuer un blanc avec du méthanol et un contrôle avec 3,9 ml du DPPH et 0,1 ml 

du méthanol ; 

o Effectuer un teste de comparaison avec la quercétine et avec l’acide ascorbique à 

différentes concentrations (appendice D.1) ; 
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o Lire l’absorbance à 517 nm; 

o Les dilutions des échantillons testés sont comprises entre 1 et 100 (appendice D.2) 

pour un premier test, puis l’intervalle est réduit autour de la CI50 estimée (CI50 de 

l’échantillon correspond à la concentration permettant 50% d’inhibition) [156]. 

� Expression des résultats 

          L’activité antioxydante est calculée en utilisant la formule suivante : 

 

. /0(12' �%� � 100 

.0 � .�

.0
 

 

Où : 

A antiox : activité antioxydante (%). 

A0 : densité optique du contrôle (nm). 

As : densité optique de l’échantillon (nm).  

5.2.3.9.10  Etude de l’activité antimicrobienne 

          La méthode utilisée pour la détermination de l’activité antimicrobienne des extraits 

d’artichaut est celle de diffusion en milieu solide (antibiogramme) selon le protocole décrit 

par Dash et Murthy [205]. 

� Principe   

          Cette méthode consiste à déposer les disques d’un papier filtre imprégnés d’extrait à 

la surface de milieu gélosé, Muller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les levures, 

en boites de Pétri préalablement ensemencées par inondation de 106 (UFC)/ml pour les 

bactéries. Les résultats sont exprimés par la mesure de diamètre des halos d’inhibitions en 

cm ou en mm (figure 5.10) [206].  
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� Mode opératoire 

o Préparer les suspensions bactériennes par prélèvement de 3 à 5 colonies bien 

isolées et identiques d’une cultures jeune de 18 h pour les bactéries et de 48h 

pour les levures, les mettre ensuite dans 9 ml d’eau physiologique, puis agiter 

au vortex pendant quelque secondes; 

o Mélanger 1ml de chaque suspension dans 200 ml de milieu de culture Muller-

Hinton pour les bactéries;   

o Couler les milieux en boites de Pétri de manière uniforme environ 4 mm 

d’épaisseur;  

o Les souches de C. albicans  et A. fumigatus sont ensemencées par inondation 

sur le milieu Sabouraud ;  

o Imbiber les disques stériles de 13 mm de diamètre avec 30 µl de différents 

extraits préparés pour ce teste (appendice F) ; 

o Placer les disques à la surface des géloses contenant déjà les suspensions 

microbiennes; 

o  Incuber les boites de B. subtilis à 30 °C, de Geobacillus stearothermophilus à 

55 °C, alors que  S. aureus et Escherichia coli seront incubées  à 37 °C,  C. 

albicans à 25 °C, quant à  A. fumigatus, ils sont placées à 27 °C ; 

o Réaliser en parallèle des boites témoins avec les disques d’antibiotiques et 

d’antifongiques. 

� Expression des résultats 

          Les diamètres des zones d’inhibition apparus sous formes des halos claires autour 

des disques (où il n’ya pas de développement des souches microbiennes) sont mesurés à 

l’aide d’un pied à coulisse ou à une règle bien graduée. 
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Figure 5.10 : Illustration de la méthode d’antibiogramme sur boite de Pétri (original). 

 

5.2.4 Analyses statistiques 

          Les résultats des analyses effectuées en duplicata sont exprimés en moyenne               

± standard errors (SD). Les analyses statistiques sont effectuées par les logiciels statistiques 

Excel 2007 et Minitab 15. L'analyse de la variance  à sens unique a été appliquée pour 

déterminer la différence significative à P < 0,05. 
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CHAPITRE 6 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

 

 

          Dans notre étude nous nous somme intéressés à l’extraction, la purification et la 

caractérisation des protéases des fleurs d’artichaut par la suite à l’évaluation des activités 

biologiques des polyphénols extraites et purifiés des quatre parties de la fleur (bractées, 

fleurs, tige et réceptacle). Les résultats obtenus sont représentés par les différents tableaux 

et figures ci-dessous : 

6.1   Résultats des analyses physico-chimiques 

6.1.1  Teneur en matière sèche et teneur en cendres 

Les résultats obtenus après la dessiccation et la calcination des différents échantillons 

sont illustrés dans le tableau 6.1 : 

Tableau 6.1 : Teneur en matière sèche et teneur en cendres de différentes parties de la fleur 

d’artichaut (% MS). 

Partie MS% Cendres % 

   

Bractées 89,94 ± 0,06 6,88 ± 0,10 

Fleurs 88,42 ± 0,18 8,72 ± 0,04 

Tige 87,32 ± 0,11 13,98 ± 0,06 

Réceptacle 87,16 ± 0,10 9,98 ± 0,03 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 
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          La détermination de la matière sèche dans les quatre parties de la fleur d’artichaut, 

nous renseigne sur leur degré de séchage dans les mêmes conditions (20 jours à 25 °C en 

moyenne) et sur leurs taux d’humidités. Les teneurs en matière sèche sont en relation 

directe avec les teneurs en eau dans les échantillons frais. 

          Les résultats du tableau 6.1 n’indiquent pas une différence significative (p > 0,05) 

entre les teneurs en matière sèches des parties de la fleur. Les bractées et les fleurs sont les 

plus riches en MS avec des proportions de 89,94 et 88,42 % respectivement tandis que le 

réceptacle enregistre la teneur la plus faible  soit 87,16 %. Romani et al. [17], dans leur 

étude sur des artichauts frais de la variété Terom, confirment ces résultats et indiquent que 

le réceptacle est  plus riche en eau que les autres parties de la plante soit 85,7 % ;  alors que 

Lutz et al. [50] enregistrent un taux d’humidité plus faible dans le réceptacle, à savoir 

81,24 %. La teneur en matière sèche diffère en fonction de la variété, de la partie de la 

plante et du degré de maturation des artichauts [17, 50]. 

  La teneur en cendres nous renseigne sur la quantité totale des sels minéraux 

présents dans l’échantillon analysé.  

          La tige et le réceptacle sont plus riches en matières minérales, comportant 

respectivement 13,98 et  9,98 %. Le taux des cendres du réceptacle enregistré dans notre 

étude est supérieur à celui  trouvé par Lutz et al. [50] soit 7,17 %. Cette inégalité  peut être 

expliquée par la différence de variété, de stade de maturation et des conditions de culture. 

Les bractées ont  la plus faible teneur en cendres (6,88 %) en comparaison avec les autres 

parties étudiées ; elle reste légèrement faible à celle trouvée  par Romani et al. [17] qui 

indiquent un taux de 7,26 % de la MS (1,17 % de PF) dans les bractées de la variété 

Violetto di Toscana. Selon le même auteur, les bractées et le réceptacle de la fleur 

d’artichaut sont riches en potassium soient 326 et 375 mg/100 g PF respectivement, et en 

calcium à savoir 47 et 49 mg/100 g PF en ordre. 
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6.1.2  Teneur en matière grasse 

          Les résultats des teneurs en matière grasse des différents échantillons étudiés sont 

mentionnés dans la figure 6.1. 

 

Figure 6.1 : La teneur en matière grasse dans les parties de la fleur d’artichaut (% MS). 

          Les fleurs, futures graines de la fleur d’artichaut, marquent la teneur la plus élevée 

en matière grasse soit six fois plus que la tige et onze fois plus que les bractées. La teneur 

en matière grasse du réceptacle (1,22 % MS) est très proche de celle obtenue par Lutz et al. 

[50] soit 1,15% MS et très loin de celle citée par Dridi [13] à savoir 0,15 %.  

          La différence en matière grasse entre les parties de la fleur peut être expliquée par la 

spécificité de certains organes à l’accumulation des réserves lipidiques.   

6.2  Extraction, purification et caractérisation des protéases 

          Afin d'étudier l'application industrielle possible des extraits d'artichaut dans  la 

technologie fromagère, nous avons extrait les protéines de quatre parties de la fleur 

d’artichaut et évalué leur activité coagulante.   

6.2.1  Rendement d’extraction  

          Les résultats donnés par la figure 6.2 montrent que le réceptacle suivi par les fleurs 

enregistre les rendements d’extraction de la matière sèche les plus élevés à savoir 20,46 % 

et 18,07 % respectivement alors que la tige (11,75 %) et les bractées (10,22 %) donnent les 

rendements les plus faibles. 
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Figure 6.2 : Rendement d’extraction de la matière sèche de différentes parties de la fleur 

d’artichaut. 

          Cette différence les rendements d’extraction peut trouver son explication dans la 

composition de la matière sèche des parties de la fleur, dont la solubilité dans le solvant 

d’extraction est différente.  

6.2.2  Taux protéiques et rendement en protéine brute  

          Les teneurs en protéines des matières premières (poudre d’artichaut) et des extraits 

ainsi que les rendements en protéines brutes sont illustrés dans la figure 6.3 : 

 

Figure 6.3 : Taux protéiques et rendement en protéine brute de différentes parties             

de la fleur d’artichaut (%MS). 
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          Les fleurs renferment plus de protéines brutes que les autres parties de la fleur 

d’artichaut avec 17,41% MS alors que la tige enregistre la plus faible teneur à savoir     

7,78 % MS. En outre, les 12,3 % des protéines totaux du réceptacle, trouvées par Lutz et 

al. [50], sont très proches de nos résultats (11, 09 %). 

          Les analyses statistiques des résultats de la teneur en protéines dans les poudres 

d’artichaut de différentes parties de la fleur et ceux des rendements d’extraction, 

confirment qu’il ya une corrélation réversible entre les deux variables (r2 = 0,37). Donc 

quand la teneur en protéines brutes augmente, le rendement d’extraction diminue. Ces 

résultats peuvent trouver leur explication par la présence des substances précipitant les 

protéines et inhibant leur extraction (tanins…), ou par la diffusion des autres substances 

dans le solvant d’extraction conduisant ainsi à sa saturation.   

6.2.3  Forces coagulantes des extraits  

          Les extraits de différentes parties de la fleur d’artichaut sont testés pour une 

évaluation d’une éventuelle activité coagulante ; cependant il ressort que seulement les 

fleurs qui ont une activité coagulante estimée à 88,88. Concernant les autres parties testées, 

malgré leur richesse en protéine, elles n’ont aucun effet coagulant du lait. 

Ceci peut être en relation avec la spécificité de certaines molécules de nature protéique 

(protéases) à coaguler le lait et qui ne se trouvent que dans les fleurs. Selon Sidrach et al. 

[7], les protéinases responsables de l’activité coagulante sont des cynarases A, B et C. Les 

mêmes auteurs affirment que ces substances s’accumulent dans les vacuoles de stockage de 

protéine dans les papilles des fleurs et leur teneur constitue plus de 0,2% de toutes les 

protéines dans ce tissu.  Ces protéases, d’après Barros et Malcata [207], sont comme les 

présures capables d’hydrolyser la κ-caséine au niveau de la liaison Phe105 – Met106. En 

revanche selon Esteves et al. [208], elles ont une grande activité protéolytique et une large 

spécificité pour les caséines αs1 et β que la chymosine. 

6.2.4  Profil de la purification des protéases et rendement de prépurification 

          L’extrait brut des fleurs d’artichaut muni d’une activité coagulante a subi une 

purification partielle en utilisant la chromatographie d’exclusion moléculaire afin 

d’éliminer les substances indésirables telle que la couleur brune de l’extrait.  

          La mesure des absorbances de différents tubes obtenus nous a permet de tracer les 

profils de purification donnés par la figure 6.4. 
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                                  (1)                                                              (2)           

Figure 6.4 : Profil de la purification dans la petite (1) et la grande (2) colonne. 

          L’observation des profils de purification nous a permis de partager l’extrait purifié 

en cinq fractions (selon l’absorbance) ; ces fractions sont testées pour évaluer leur activité 

coagulante dont les résultats obtenus montrent que seulement la première fraction a une 

activité coagulante. Celle-ci peut être justifiée par le poids moléculaire élevé des protéases 

des fleurs d’artichaut, c’est ce qui leur permet de passer les premiers dans la colonne.  

          Le rendement de prépurification est le rapport entre la force coagulante de l’extrait 

enzymatique prépurifié et celle de l’extrait brut. Le résultat obtenu soit 2,44 % montre que 

l’extrait purifié perd plus de 97 % de son activité initiale qui est peut être due à la forte 

dilution de l’extrait lors du processus de purification.  

6.2.5  Caractérisation de la solution enzymatique   

          La fraction active de l’extrait purifié des fleurs d’artichaut a subi une caractérisation 

vis-à-vis de la température, le pH et la concentration du lait en calcium.   

6.2.5.1  Influence de la température du lait  

         L’observation de la figure 6.5 révèle qu’il y a une augmentation de la force 

coagulante d’extrait purifié d’artichaut avec l'augmentation de la température ; un optimum 

de la force coagulante a été constaté à 70 °C soit une force de 23,786. Par ailleurs, à des 

températures plus élevées il y a une déclinaison de la force coagulante.  
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Figure 6.5 : Effet de la température du lait sur l’activité coagulante de l’extrait purifié 

d’artichaut et de la présure 

          Nos résultats sont similaires à ceux trouvés par  Sidrach et al. [7] sur les cynarases 

de Cynara Scolymus et Abdalla et al. [209] sur les enzymes coagulantes de Solanum 

dubium. En revanche,  Nouani et al. [186] ont enregistré une température optimale plus 

élevée (80 °C) pour les coagulases d’artichaut alors que l’optimal de Sales-Gomes et  

Lima-Costa [210] est beaucoup plus faible (60 °C) pour les cardosines de Cynara 

cardunculus L.  

Les protéases d’artichaut semblent être thermorésistantes en comparaison avec la 

présure commerciale qui est plus sensible à l’augmentation de la température dont elle 

enregistre une force optimale à 50 °C et à partir de 70 °C la présure devient inactive. Ce 

résultat diffère à celui trouvé par Nouani et al. [186] qui indiquent un optimum d’activité 

coagulante à 42 °C. Selon Esteves et al. [208] pour tous les coagulants, l’augmentation de 

la température engendre  une coagulation du lait plus rapide. A savoir que la force de 

coagulation dépend du nombre et de la force des liaisons entre les particules de la micelle 

de caséine et également de la répartition spatiale des caséines dans le réseau du gel [208].  
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6.2.5.2  Influence du pH du lait  

          L’extrait purifié des fleurs d’artichaut présente un large profil d’activité autour du 

pH acide (figure 6.6) alors qu’à pH neutre l’extrait purifié perd son activité coagulante et  

présente un optimum de force coagulante à pH 5,2.  

 

Figure 6.6 : Effet du pH du lait sur l’activité coagulante de l’extrait purifié d’artichaut. 

         Nos résultats confirment ceux trouvés par Cimino et al. [211] qui affirment que la 

majorité des peptidases aspartiques (EC 3.4.23) de la famille des Asteraceae sont actives à 

des pH acides. Ainsi qu’ils sont similaires de l’optimum d’activité des cardosines trouvé  

par Silva et al. [212] à pH 5,2 et ils sont très proches  de celui de Sidrache et al. [7] qui ont 

enregistré un optimum d’activité coagulante des cynarases A de la fleur d’artichaut autour 

du pH 5. Tandis que, Nouani et al. [186] ont repéré l’optimum à un pH plus élevé soit 5,5.  

Communément, des résultats similaires ont été enregistrés par Sarmento et al. [212] et 

également par Sales-Gomes et Lima-Costa [210] pour les enzymes coagulantes (cardosines 

E, F, G et H) de la fleur de Cynara cardunculus L. qui sont actives à pH acide avec un 

maximum d’activité à pH 4,3 et 5 respectivement.  

          A pH neutre, nos résultats sont en contradiction avec ceux de Nouani et al. [186], 

Chazarra et al. [8] et Sidrache et al. [7] qui ont montré que ces protéases ont conservé 10 à 

20% de leur activité initiale. 

          En effet et contrairement à tous les résultats cités précédemment, Abdalla et al. [209] 

montrent que l’activité coagulante de Solanum dubium s’accroit avec l’augmentation du 

pH jusqu’ à un optimum à pH 10. 
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          La force coagulante de la présure trace une allure semblable à celle tracée par 

l’extrait d’artichaut. La présure enregistre un maximum de force coagulante à pH 5,2 et 

elle devient inactive à pH 7 (figure 6.7). 

 

Figure 6.7 : Effet du pH du lait sur l’activité coagulante de la présure. 

          St-Gelais et Tirard-Collet [65] confirment que le pH optimal de la présure est 

d’environ 5,5 ; alors qu’elle est inactive à des pH supérieurs à 7. Dans le même sens 

Thoman [214] explique l’augmentation de l’activité coagulante de la présure en fonction 

de la diminution du pH par l’augmentation de l’activité de cette enzyme. 

6.2.5.3  Influence de la concentration en CaCl2 

           Les forces coagulantes de la présure et de l’extrait purifié d’artichaut s’accroissent  

paraboliquement avec l’augmentation de la concentration du CaCl2 (figure 6.8). En effet, 

l’accroissement est plus rapide pour la présure ; mais au delà de 0,03 M du CaCl2, la force 

de la présure s’abaisse alors qu’elle continue la progression jusqu’à une concentration de 

0,05 M pour l’extrait coagulant d’artichaut. 
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Figure 6.8 : Effet de la concentration de CaCl2 du lait sur l’activité coagulante de l’extrait 

purifié d’artichaut et de la présure. 

          Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Nouani et al. [186],  Cavalli et al. 

[97] et Chazarra et al. [8] qui ont constaté que l’effet du CaCl2 sur la force coagulante est 

bi-phasique, avec une augmentation de la force suivie par une diminution à des 

concentrations élevées du CaCl2. Selon Chazarra et al. [8], ces résultats semblent être en 

relation avec la baisse du pH du lait lors de l’addition du CaCl2. En revanche si le pH du 

lait est ajusté après l’addition du CaCl2,  les variations observées avec la concentration en 

calcium sont dues à un effet direct sur l'agrégation des micelles de la caséine.  

1.1 6.3  Extraction des polyphénols 

          L'extraction des substances bioactives, tels que les polyphénols, des matières 

végétales est la première étape dans l'utilisation des composés phytochimiques dans la 

préparation des suppléments diététiques, des ingrédients de nourriture, pharmaceutiques et 

des produits cosmétiques [149]. 

          Au cours de cette étude, différents extraits ont été préparés à partir des bractées, des 

fleurs, de la tige et du réceptacle de la fleur d’artichaut, séchés et réduits en poudre. Une 

extraction solide-liquide a été effectuée par deux modes d’extraction à savoir la décoction 

et la macération et par quatre solvants de polarités différentes. Les extraits obtenus  ont 

subi  une évaluation de leur rendement d’extraction, de leur teneur en polyphénols totaux, 

en flavonoïdes et en tanins condensés.    
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6.3.1  Rendement d’extraction de la matière sèche dissoute dans le solvant 

o Par décoction  

          Les rendements d’extraction de la MS suivant le mode, la partie de la plante et le 

type de solvant sont illustrés par la figure 6.9 : 

 

Figure 6.9 : Rendements d’extraction  de la MS de différentes parties de la fleur d’artichaut 

par décoction. 

          Il ressort à travers l’observation des résultats, de la figure 6.9, issus d’une décoction 

des extraits, que le méthanol donne le meilleur rendement d’extraction soit une moyenne 

de 20,13 % sur quatre échantillons (bractée, fleur, tige et réceptacle), alors que  l’acétone 

donne le plus faible rendement (13,192 % en moyenne).  

          Par ailleurs, les rendements des extraits aqueux et éthanoliques sont similaires à 

savoir 18 et 17,9 % en moyenne respectivement.  

          Statistiquement les parties de la plante n’ont pas d’influence significative sur les 

rendements d’extraction (p > 0,05) ; les bractées, la tige, les fleurs et le réceptacle donnent, 

en moyenne, des rendements très proches qui varient entre 17 et 19 %.  
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o Par macération  

          Contrairement aux rendements d’extraction par décoction, les résultats des 

rendements obtenus par macération donnés par la figure 6.10 montrent que l’acétone avec 

un rendement de 19,295 % est considérée comme le meilleur solvant suivi par l’eau et le 

méthanol soient 16,747 et 14 % respectivement.  

De ces résultats, on peut conclure que la température influe considérablement sur le 

rendement d’extraction de la matière sèche, à noter que les fortes températures 

(d’ébullition) activent l’extraction par le méthanol en revanche les faibles températures 

(ambiantes) activent l’extraction par l’acétone tout en augmentant leur rendement.   

 

Figure 6.10: Rendements d’extraction de différentes parties de la fleur d’artichaut  

par macération. 

          Le rendement d’extraction de la matière sèche des bractées par l’eau à savoir 10% 

dans notre étude est très proche à celui trouvé par Peschel et al. [215] soit 11,5 %,  alors 

que les rendements par les autres solvants sont très supérieurs à ceux trouvés par ces 

mêmes auteurs. 

          La tige donne toujours un rendement élevé à savoir 19,24 %, suivie par les fleurs soit 

17,515 % en moyenne. En revanche, les rendements du réceptacle et des bractées sont très 

proches (13,24 et 12,625 % en ordre). 

          Les analyses statistiques des résultats obtenus par la décoction et la macération en 

combinaison, montrent une différence significative (p < 0,05) entre les rendements obtenus 

en fonction de la partie de la plante ; où les meilleurs rendements sont enregistrés 
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respectivement au niveau de la tige et des fleurs (19,268 et 18,02 % en moyenne). En 

revanche, une étude portée sur Cynara cardunculus conduite par Falleh et al. [102] a 

donné un bon rendement avec les feuilles (34,72 %) et un très faible rendement avec les 

fleurs (7,56 %).   

          Statistiquement, le mode d’extraction et le type de solvant ne présentent pas une  

influence significative (p > 0,05) sur le rendement d’extraction. Les moyennes  de  

rendements par différents solvants sont très proches et elles sont similaires  pour les 

extraits aqueux et méthanoliques (17,406 et 17,095 %  en moyenne par ordre). Ces 

résultats sont comparables à ceux obtenus par Hadj Salem [151] sur Nitraria retusa, qui 

montre que les extraits aqueux et méthanoliques atteignent des rendements similaires de 18 

et 19 % respectivement. Par contre, Ozsoy et al. [216] ont obtenu, sur la plante Smilax 

excelsa,  un meilleur rendement par l’extraction aqueuse (33,9 %) et un faible rendement 

avec l’acétate d’éthyle (10 %). 

          Ainsi, les rendements d’extraction varient en fonction de la matière végétale étudiée, 

de la nature et des caractéristiques physico-chimiques des solvants utilisés et notamment 

leur polarité [151]. D’autres paramètres peuvent intervenir pour améliorer le rendement 

d’extraction tels que la partie de la plante, la température, le pH et le temps de contacte de 

l’échantillon avec le solvant.  

6.3.2   pH des extraits polyphénoliques 

          Les résultats des pH de différents extraits de la fleur d’artichaut sont présentés dans 

les figures 6.11 (par décoction) et 6.12 (par macération) : 

 

Figure 6.11 : pH des décoctés polyphénoliques d’artichaut. 
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Figure 6.12 : pH des macérats polyphénoliques d’artichaut. 

          D’après les résultats des figures 6.11 et 6.12, nous constatons que les valeurs du pH 

trouvées pour les quatre parties de la fleur d’artichaut, comprise entre  5 et 6,85, sont très 

proches et légèrement acides.  Compte tenu de la fragilité des polyphénols,  il est 

recommandé  d’éviter les pH excessifs lors de l’extraction de ces substances [26]. L'effet 

du pH est le premier facteur agissant sur le changement de couleur de quelques 

polyphénols comme les anthocyanes. Une solution aqueuse d'anthocyane à pH très acide a 

une forte coloration rouge, coloration qui vire vers le bleue quand le pH augmente vers la 

neutralité. A pH neutre, l’anthocyane est incolore [217]. 

6.3.4  Teneur en polyphénols totaux  

          Pour évaluer la teneur en polyphénols totaux des extraits des bractées, des fleurs, de 

la tige et du réceptacle de la fleur d’artichaut, nous avons procédé à la méthode 

colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Cette méthode est simple à mettre en œuvre et très 

sensible [193]. 

          Le standard utilisé est l’acide gallique, c’est un étalon très utilisé pour le dosage des 

polyphénols totaux car il est moins chère, très soluble dans l’eau et préférable pour la plus 

part des matrices végétales [193].  

          Les résultats de la teneur en polyphénols totaux extraits par différents modes et 

solvants d’extraction et à partir de différentes parties de la fleur d’artichaut sont donnés par 

les tableaux 6.2 et 6.3. 
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o Par décoction  

          Les résultats mentionnés dans le tableau 6.2, indiquent que les fleurs renferment plus 

de polyphénols totaux avec un maximum de 38,702 mg éq AG/g PS, suivi par la tige et le 

réceptacle à savoir des moyennes de 17,515 et 11,36 mg éq AG/g PS respectivement.  

Tableau 6.2 : Teneur en polyphénols totaux dans différentes parties de la fleur d’artichaut 

extraits par décoction (mg éq AG/g PS). 

Parties de la fleur Solvants Teneur en PT (mg éq AG/g PS) 

Bractées Eau 8,859 ± 0,754 

Ethanol 7,298 ± 0,570 

Acétone 7,155 ± 0,626 

Méthanol 7,753 ± 0,037 

Fleurs Eau 29,960 ± 4,728 

Ethanol 38,702 ± 0,202 

Acétone 35,124 ± 2,502 

Méthanol 28,542 ± 0,184 

Tige Eau 14,492 ± 1,509 

Ethanol 19,201 ± 1,803 

Acétone 21,842 ± 2,410 

Méthanol 16,118 ± 0,092 

Réceptacle Eau 8,872 ± 0,037 

Ethanol 10,758 ± 0,681 

Acétone 13,959 ± 1,527 

Méthanol 11,851 ± 0,092 

Moyenne générale  17,530 ± 10,380 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 
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          Les bractées enregistrent les plus faibles teneurs avec 7,766 mg éq AG/g PS. La 

variation de la teneur en polyphénols totaux en fonction de la partie de la plante est 

hautement significative (p < 0,01). Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Pandino et al. 

[218] qui constatent que la teneur en polyphénols augmente de l’extérieur à l’intérieur de la 

fleur d’artichaut. Ainsi Kukic et al. [103] évoquent de leur part que les polyphénols ne sont 

pas distribués uniformément dans les parties de la fleur. 

          Les teneurs en PT ne diffèrent pas significativement en fonction du type du solvant 

(p > 0,05), donc dans cette expérience le solvant d’extraction n’influe pas beaucoup sur la 

teneur en polyphénols. Les valeurs maximales des polyphénols totaux sont celles obtenues 

par extraction à l’acétone soit 19,52 mg éq AG/g PS en moyenne, ce solvant est préférable 

[193] car il a l’avantage de précipiter les protéines et d’extraire faiblement les sucres. 

L’éthanol enregistre une teneur moyenne très proche à celle de l’acétone soit 18,99 mg éq 

AG/g PS. Mulinacci et al. [10] confirment nos résultats en indiquant que l’éthanol à 70 °C  

permet une meilleure extraction des polyphénols d’artichaut.  

          Par ailleurs, les extraits méthanoliques et aqueux enregistrent les plus faibles teneurs 

en polyphénols totaux à savoir 16,07 et 15,55 mg éq AG/g PS en moyenne respectivement. 

Comparativement aux résultats de Llorach et al. [219], nos teneurs restent légèrement 

supérieures  pour l’extrait méthanolique (15,4 mg éq AC/100g PS) et sont nettement 

supérieures pour l’extrait aqueux  (9,9 mg éq AC/100g PS). 

o Par macération :  

          En ce qui concerne  les teneurs en polyphénols des extraits obtenus par macération, 

représentés dans le tableau 6.3, les fleurs enregistrent toujours les meilleurs teneurs à 

savoir une moyenne de 39,528 mg éq AG/g PS. Cette valeur est nettement supérieure à 

celle trouvée par Falleh et al. [102] dans les fleurs de Cynara cardunculus L. une plante du 

même genre que les artichauts qui ont trouvé 6,96 mg éq AG/g PS. Sharaf-Eldin et al. 

[220] ont expliqué la teneur élevée en polyphénols des fleurs par la synthèse de ces 

substances dans les tissus végétatifs de la plante (feuilles) et leur stockage dans les tissus 

reproductifs (fleurs). 

          La tige donne une teneur de 21,546 mg éq AG/g PS en moyenne suivie par le 

réceptacle et les bractées soient 10,541 et 7,9 mg éq AG/g PS.  
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Tableau 6.3 : Teneur en polyphénols totaux dans les différentes parties de la fleur 

d’artichaut extraits par macération (mg éq AG/g PS). 

Parties Solvants Teneur en PT (mg éq AG/g PS) 

Bractées Eau 5,828 ± 1,177 

Ethanol 9,939 ± 1,214 

Acétone 6,153 ± 2,704 

Méthanol 9,679 ± 0,626 

Fleurs Eau 23,702 ± 0,736 

Ethanol 51,177 ± 2,576 

Acétone 43,502 ± 0,368 

Méthanol 39,729 ± 2,576 

Tige Eau 8,014 ± 1,766 

Ethanol 26,356 ± 0,809 

Acétone 25,224 ± 1,085 

Méthanol 26,590 ± 2,024 

Réceptacle Eau 5,230 ± 0,442 

Ethanol 11,669 ± 2,778 

Acétone 12,150 ± 1,177 

Méthanol 13,113 ± 0,331 

Moyenne générale 19,880 ± 14.560 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 

          Le réceptacle comporte une teneur en PT plus élevée que celle des bractées soient 

10,541 et 7,9 mg éq AG/g PS en moyenne respectivement, c’est ce qui est en concordance 

avec les résultats trouvés par Fratianni et al. [9] qui ont prouvé que le réceptacle, de la 

variété Violet de Provence, est plus riche en PT soit 1,32 mM/g PF que les bractées à 

savoir 1,13 mM/g PF. Toutefois ces résultats restent faibles par rapport à ceux de  Wang et 

al. [153] qui trouvent 14 mg éq AG/g PS dans le réceptacle de la variété Green globe.  

          En outre, Romani et al. [17] ont enregistré 29,8 mg éq AG/g PF dans le réceptacle de 

la variété Violetto, cette différence peut s’expliquer par l’état de l’échantillon, frais ou 

séché et par la variété. 
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          Par macération, les extraits éthanoliques semblent être les plus riches en polyphénols 

(24,79 mg éq AG/g PS en moyenne) suivis par le méthanol et l’acétone avec des moyennes 

très proches soient 22,28 et 21,76 mg éq AG/g PS, tandis que l’extrait aqueux enregistre 

les plus faibles teneurs soit 10,69 mg éq AG/g PS. Peschel et al. [215], qui ont extrait les 

polyphénols des bractées blanchis par différents solvants, ont trouvé des teneurs  en 

polyphénols totaux de 102,33 et 95,65mg éq AG/g PS par acétone et par méthanol 

respectivement et 88,15 et 42,75 mg éq AG/g PS par éthanol et par eau. Ces teneurs sont 

hautement supérieurs à ceux enregistrés dans notre étude soient 6,153 et 9,679 mg éq AG/g 

PS par acétone et par méthanol respectivement et 5,828 et 9,939 mg éq AG/g PS par eau et 

par éthanol en ordre. Cette supériorité est en relation avec le temps d’extraction qui est de 

8 heurs pour Peschel et al. [215] et l’effet du blanchiment qui augmente, selon  Llorach et 

al. [219] la teneur en PT par inactivation des polyphénoloxydases (PPO).  

          Chaque solvant possède une spécificité à extraire un composé phénolique déterminé.     

Selon les résultats de l’étude faite par Mulinacci et al. [10] l’eau à température ambiante 

permet l’extraction des acides caféiques et des esters monocaféoylquinique. Alors que le 

méthanol [149]  est plus efficace pour l’extraction des polyphénols à poids moléculaires 

faibles et l’acétone [26] est recommandé pour les flavanols à poids moléculaires élevés. 

Suivant le même auteur les formes hétérosidiques de ces composés phénoliques sont, 

classiquement, solubles dans l’eau. La solubilité des composés phénoliques est affectée  

par la polarité du solvant utilisé ; par conséquent, c'est très difficile  de développer un 

procédé d'extraction approprié à l'extraction de tous  les composés phénoliques de la plante 

[127]. 

          En comparant les résultats obtenus pour chaque mode d’extraction, la décoction 

semble être légèrement déficiente pour extraire les composés phénoliques à partir des 

parties de la fleur d’artichaut, elle a enregistrée en moyenne 17,53 mg éq AG/g PS. Par 

ailleurs la macération à température ambiante favorise mieux l’extraction de ces composés 

par une moyenne valant de 19,88  mg éq AG/g PS. Cependant, ces résultats sont en 

contradiction avec ceux de Lutz et al. [50] qui ont trouvé que les artichauts décoctés sont 

plus riches en PT soit 11,93 mg éq AT/100 g que les autres à savoir 5,4 mg éq AT/100 g.  

          La teneur en polyphénols est influencée par le temps et la température d’extraction, 

la température élevée accroit la solubilité et le transfert des substances, en plus elle 

diminue la viscosité du solvant en augmentant l’arrachement des substances actives de la 

matrice végétale polyphénolique [149, 221]. 
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En revanche, un temps d’extraction prolongé et une température élevée augmentent, 

d’après les mêmes auteurs,  la chance de dégradation des polyphénols par oxydation et par 

hydrolyse ce qui engendre une diminution du taux polyphénolique.  

          L’analyse des résultats des deux tableaux (6.2 et 6.3) révèle que l’éthanol donne les 

meilleures teneures en PT (21,89 mg éq AG/g PS en moyenne) suivi par l’acétone et le 

méthanol qui enregistrent des teneurs proches estimées respectivement à 20,64 et 19,17 mg 

éq AG/g PS ; ces teneures sont plus élevées que celles des extraits aqueux (13,12 mg éq 

AG/g PS mg éq AG/g PS ). Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par 

Katalinic et al. [110] et par Koffi et al. [222] qui ont montré que l’éthanol est le meilleur 

solvant d’extraction des PT avec une moyenne quatre fois plus que celle des extraits 

acétoniques et aqueux.  

          La richesse de la fleur d’artichaut en polyphénols, suivant Djeridane et al. [223] est 

caractéristique de la famille des Asteraceae qui semble avoir une relation avec les 

conditions climatiques et pédologiques sévères (température et salinité élevées, 

sécheresse…) du milieu de culture des artichauts. 

          L'extraction des composés phénoliques de la matière végétale est influencée par leur 

nature chimique, la méthode d'extraction, la dimension de l'échantillon, le type de solvant, 

les interactions avec les autres constituants de la plante, le temps et les conditions de 

stockage [102, 222, 224].  

6.3.5  Teneur en flavonoïdes  

          Les flavonoïdes constituent une classe des polyphénols très importante, par le 

nombre élevé de ses composés et leurs diverses activités biologiques. Le dosage des 

flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium  en utilisant la 

quercétine comme standard. Les tableaux  6.4 et 6.5 représentent les différentes valeurs 

obtenues pour chaque mode et solvant d’extraction ainsi que pour chaque partie analysée, 

exprimées en mg équivalent quercétine / g de poids sec (PS). 
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o Par décoction 

          Les résultats de la teneur en flavonoïdes des décoctés de la fleur d’artichaut par les 

différents solvants (tableau 6.4) indiquent que le type de solvant n’a pas influencé 

l’extraction des flavonoïdes (p > 0,05). Les moyennes des teneurs en flavonoïdes, pour 

chaque type de solvant, sont presque similaires, elles varient entre 6,958 mg éq Qu/g PS 

(extraction par éthanol) et 6,2  mg éq Qu/g PS (extraction par méthanol). 

Tableau 6.4 : Teneur en flavonoïdes dans différentes parties de la fleur d’artichaut extraits 

par décoction. 

Parties Solvants Teneur en flavonoïdes  (mg éq Qu/g PS) 

Bractées Eau 4,083 ± 0,118 

Ethanol 2,317 ± 0,354 

Acétone 2,200 ± 0,141 

Méthanol 2,283 ± 0,306 

Fleurs Eau 14,200 ± 0,707 

Ethanol 18,600 ± 1,933 

Acétone 17,150 ± 1,956 

Méthanol 16,433 ± 1,179 

Tige Eau 4,183 ± 0,495 

Ethanol 4,450 ± 0,589 

Acétone 5,417 ± 0,825 

Méthanol 4,083 ± 0,354 

Réceptacle Eau 3,283 ± 0,071 

Ethanol 2,467 ± 0,330 

Acétone 2,500 ± 0,189 

Méthanol 2,000 ± 0,283 

Moyenne générale 6,603 ± 6,092 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 
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          Statistiquement la différence entre les teneurs en flavonoïdes en fonction de la partie 

de la fleur est hautement significative (p < 0,01). La grande distinction entre les parties 

apparait au niveau de la richesse de certaines et la pauvreté des autres ; les fleurs 

enregistrent un maximum de flavonoïdes (16,596 mg éq Qu/g PS en moyenne) tandis que  

la tige, les bractées et le réceptacle renferment des teneurs minimales (4,533, 2,721 et 

2,563 mg éq Qu/g PS en moyenne respectivement). En effet, Kukic et al. [103] ont trouvé 

des résultats différents à nos résultats et indiquent que le réceptacle d’artichaut est riche en 

flavonoïdes surtout en apigénine et en lutéoline. 

o Par macération  

          En moyenne, les résultats du tableau 6.5 montrent que l’éthanol et l’acétone donnent 

les meilleurs teneurs en flavonoïdes soient respectivement 9,929 et 9,338 mg éq Qu/g PS. 

Mulinacci et al. [10] confirment nos résultats en enregistrant une hausse de la teneur en 

flavonoïdes par une solution éthanolique aqueuse à 70 °C.  

          Contrairement aux résultats de la décoction, les macérats  méthanoliques donnent 

plus de quantités de flavonoïdes (8,509 mg éq Qu/g PS en moyenne) que les extraits 

aqueux (5,221 mg éq Qu/g PS en moyenne). 
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Tableau 6.5 : Teneur en flavonoïdes dans les différentes parties de la fleur d’artichaut 

extraits par macération. 

Parties Solvants Teneur en flavonoïdes  (mg éq Qu/g PS) 

Bractées Eau 2,583 ± 1,108 

Ethanol 3,433 ± 1,179 

Acétone 3,417 ± 1,061 

Méthanol 3,867 ± 0,377 

Fleurs Eau 12,400 ± 0,471 

Ethanol 25,750 ± 0,306 

Acétone 24,600 ± 0,141 

Méthanol 21,083 ± 1,202 

Tige Eau 3,767 ± 0,896 

Ethanol 7,767 ± 1,226 

Acétone 6,667 ± 1,179 

Méthanol 6,250 ± 1,438 

Réceptacle Eau 2,133 ± 0,141 

Ethanol 2,767 ± 0,283 

Acétone 2,667 ± 0,660 

Méthanol 2,817 ± 0,731 

Moyenne générale  8,248 ± 8,199 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 

          Du tableau ci-dessus, il apparait que les fleurs sont très riches en flavonoïdes soit, en 

moyenne, 20,958 mg éq Qu/g PS. En revanche, la tige est carencée en flavonoïdes, sa 

teneur est trois fois plus faible que celle des fleurs soit en moyenne 6,112 mg éq Qu/g PS.  

          Dans les fleurs de Cynara cardunculus L. Falleh et al. [102] ont trouvé 5,58 mg éq 

catéchine/g PS, cette différence est liée à l’espèce différente et  aux propriétés du standard 

utilisé (catéchine au lieu de la quercétine).    
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          Les macérats des bractées enregistrent une légère hausse en flavonoïdes (3,325 mg 

éq Qu/g PS en moyenne) par rapport aux décoctés de ceux-ci alors que le réceptacle 

renferme les plus faibles quantités à savoir 2,596 mg éq Qu/g PS en moyenne. Ces valeurs 

enregistrées confirment que la différence entre les teneurs en flavonoïdes, issues par 

macération, est hautement significative en fonction des parties de la fleur d’artichaut        

(p < 0,01).   

          Communément, les résultats des deux tableaux (6.4 et 6.5) montrent que la 

macération semble être la meilleure méthode d’extraction des flavonoïdes avec une 

moyenne de 8,248 mg éq Qu/g PS , bien que la décoction ne donne que 6,603 mg éq Qu/g 

PS en moyenne. 

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quelque soit le mode d’extraction, 

l’éthanol et l’acétone restent les meilleurs extracteurs des flavonoïdes avec des moyennes 

très proches 8,444 et 8,077 mg éq Qu/g PS respectivement ; tandis que au niveau des 

parties de la fleur, les fleurs sont les plus riches en ces substances et enregistrant une 

moyenne estimée à 18,777 mg éq Qu/g PS.  

6.3.6  Teneur en tanins condensés   

          Les tanins condensés sont des oligomères de flavan-3-ols  et des résidus relatifs de 

flavanols qui produisent des anthocyanidines [225], ce sont des substances intéressantes 

pour la santé humaine grâce à leur activité antioxydante et leur désavantage se situe au 

niveau des interactions tanins-protéines qui affectent la digestibilité des protéines et des 

hydrates de carbone [196]. Certaines formes de tanins sont facilement extractibles du tissu 

végétal par les solvants organiques (tanins condensés extractibles), tandis que d’autres 

formes sont liées aux protéines et/ou aux hydrates de carbone composants la paroi de la 

cellule [226].  

          La méthode utilisée pour le dosage des tanins condensés est celle basée sur le réactif 

de vanilline en milieu acide. Les résultats obtenus, exprimés en mg équivalent catéchol/g 

du poids sec (PS), sont présentés dans les tableaux 6.6 et 6.7. 

o Par décoction 

          Les résultats de la teneur en tanins condensés mentionnés dans le tableau 6.6 

montrent que ces teneurs sont influencées par le type de solvant dont la différence entre les 

valeurs est significative (p < 0,05) en fonction de ce variable.  
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            A l’exception des décoctés aqueux qui enregistrent des teneurs maximales arrivant 

à une concentration moyenne de 5,436 mg éq cat/g PS, le reste des solvants (éthanol, 

acétone et méthanol) semble être légèrement déficients pour extraire les tanins à partir des 

parties de la fleur d’artichaut, car ils enregistrent des teneurs minimales très proches 

évaluées respectivement à 2,571, 2,373 et 1,826 mg éq cat/g PS en moyenne.  

Tableau 6.6 : Teneur en tanins condensés dans les différentes parties de la fleur d’artichaut 

extraits par décoction. 

Parties Solvants Teneur en tanins condensés (mg éq cat/g PS) 

Bractées Eau 3,773 ± 0,574 

Ethanol 2,089 ± 0,086 

Acétone 2,373 ± 0,086 

Méthanol 1,765 ± 0,201 

Fleurs Eau 10,284 ± 0,258 

Ethanol 3,469 ± 0,029 

Acétone 3,043 ± 0,229 

Méthanol 2,110 ± 0,115 

Tige Eau 4,402 ± 0,258 

Ethanol 2,414 ± 0,430 

Acétone 1,927 ± 0,488 

Méthanol 1,460 ± 0,057 

Réceptacle Eau 3,286 ± 0,115 

Ethanol 2,312 ± 0,172 

Acétone 2,150 ± 0,172 

Méthanol 1,968 ± 0,258 

Moyenne générale  3,051 ± 2,090 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 
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          Contrairement aux polyphénols totaux et aux flavonoïdes, les valeurs des tanins 

condensés ne se diffèrent pas significativement en fonction de la partie de la fleur             

(p > 0,05). La tige, les bractées et le réceptacle contiennent des teneurs très proches 

comprises entre 2,551 et 2,429  mg éq cat/g PS en moyenne. En revanche, les fleurs 

enregistrent toujours les teneurs maximales avec une moyenne de 4,726 mg éq cat/g PS. 

o Par macération 

          L’analyse des résultats des macérâts de la fleur d’artichaut, indiqués dans le tableau 

6.7,  montre que le type de solvant n’a pas d’influence sur la teneur en tanins extrait         

(p > 0,05).  L’eau, l’éthanol et l’acétone donnent respectivement  des moyennes très 

proches soient 2,743, 2,611 et 2,216 mg éq cat/g PS, alors que le méthanol extrait toujours 

moins de tanins enregistrant la plus faible concentration à savoir 1,835 mg éq cat/g PS en 

moyenne. 
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Tableau 6.7 : Teneur en tanins condensés dans les différentes parties de la fleur d’artichaut 

extraits par macération. 

Parties Solvants Teneur en tanins condensés (mg éq cat/g PS) 

Bractées Eau 2,394 ± 0,229 

Ethanol 2,150 ± 0,172 

Acétone 2,819 ± 0,143 

Méthanol 1,988 ± 0,115 

Fleurs Eau 3,529 ± 0,344 

éthanol 3,753 ± 0,488 

acétone 2,738 ± 0,258 

méthanol 2,049 ± 0,201 

Tige Eau 2,170 ± 0,143 

éthanol 2,049 ± 0,430 

acétone 1,501 ± 0,057 

méthanol 1,562 ± 0,143 

Réceptacle Eau 2,880 ± 0,172 

éthanol 2,495 ± 0,258 

acétone 1,805 ± 0,316 

méthanol 1,744 ± 0,344 

Moyenne générale  2,352 ± 0,654 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD 

          Les fleurs constituent la partie la plus riche en tanins condensés avec une moyenne 

de 3,017 mg éq cat/g PS. Les bractées et le réceptacle présentent des moyennes similaires à 

savoir 2,337 et 2,231 mg éq cat/g PS dans l’ordre. Contrairement aux décoctés de la tige, 

les macérâtes de celle-ci enregistrent les teneurs les plus faibles avec une moyenne de 1,82 

mg éq cat/g PS. D’après les résultats trouvés par Falleh et al. [102] qui ont enregistré 2 et 

1,28 mg éq catéchine/g PS dans les grains et les fleurs respectivement de Cynara 

cardunculus L., on peut dire que l’artichaut est plus riche en tanins condensés que le 

cardon.  
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          L’observation des résultats de la teneur en tanins condensés présentés dans les deux 

tableaux (6.6 et 6.7), révèle que la décoction est plus efficace dans l’extraction des tanins 

(3,051 mg éq cat/g PS en moyenne) que la macération (2,352 mg éq cat/g PS en moyenne). 

Ces résultats peuvent trouver leur explication dans le fait que le solvant, dans le cas de la 

macération, peut arriver à saturation et perdre progressivement sa capacité d’extraction au 

cours  du procédé d’extraction de la matière végétale [151]. En outre les artichauts sont très 

riches en polyphénol oxydases (PPO) qui détruit les polyphénols et la décoction détruit ces 

enzymes [50].  

          Quelque soit le mode d’extraction, l’eau suivie par l’éthanol et l’acétone sont les 

meilleurs solvants extracteurs des tanins soient en moyenne par ordre  4,09, 2,591 et 2,295 

mg éq cat/g PS. L’acétone est préférable que le méthanol, qui n’extrait que 1,831 mg éq 

cat/g PS en moyenne, pour extraire les tanins grâce à sa capacité de solubiliser les 

proanthocyanidines qui ne sont pas solubles dans le méthanol [221, 227, 228]. Mais le 

problème selon Rosales [226] est que l’acétone extrait aussi les lipides et les colorants non 

phénoliques ceux qui causent des interférences lors de dosage des tanins. Par ailleurs, 

l’extraction liquide-liquide avec le chloroforme peut enlever ce problème [227]. 

          L’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, le solvant utilisé 

et les conditions opératoires [169]. En outre, les TC extrait se composent  d'une série de 

composés oligomères et polymères  qui diffèrent  dans leur sensibilité vers les réactifs 

utilisés pour le leur quantification. Ce qui rend le choix des méthodes appropriées au 

dosage des TC une tâche difficile [196]. 

6.3.7  Extraction des polyphénols par Soxhlet 

          L’appareil de Soxhlet est désigné généralement pour l’extraction des lipides  [215, 

229]. C’est une technique couramment utilisée pour isoler des composés actifs d’origine 

végétale sans les dégrader [229]. Selon Hadj Salem [151] l’efficacité de l’extraction au 

Soxhlet est liée au fait que le solvant qui se condense et qui vient en contact du végétal est 

toujours pur, permettant une meilleure extraction. 
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6.3.7.1  Rendement d’extraction 

          Les résultats du rendement d’extraction, exprimés en pourcentage, des différentes 

parties de la fleur d’artichaut sont représentés par la figure 6.13. 

 

Figure 6.13: Rendement d’extraction par la méthode de Soxhlet 

          Les meilleurs rendements d’extraction de la matière sèche, par Soxhlet (figure 6.13), 

sont obtenus au niveau des bractées et des fleurs avec des taux de 29,21 et 28,03 % 

respectivement. Ces résultats sont nettement supérieurs aux moyennes enregistrées par la 

décoction et la macération sur les bractées (14,855 %) et les fleurs (18,02 %). Cette 

différence peut être expliquée par le temps prolongé d’extraction par le Soxhlet et le 

solvant qui monte pur dans chaque cycle d’extraction. Le réceptacle enregistre un 

rendement de 12,19 %, une valeur comparable à celle trouvée par la décoction et la 

macération (13,814 % en moyenne). En revanche, le rendement d’extraction par Soxhlet de 

la tige, à savoir 8,8 %, est très faible à ceux des deux méthodes précédentes. 

6.3.7.2   Chromatographie sur couche mince (CCM) 

          La chromatographie est aujourd’hui une  méthode analytique largement utilisée pour 

la séparation, l’identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques dans 

des mélanges complexes et purifiés (analyse qualitative et quantitative)  [192]. La CCM est 

efficace et rapide et elle associe la sensibilité et à la simplicité [230].  Pour ce qui est de 

notre analyse, on se sert de la chromatographie sur couche mince (CCM) pour identifier les 

substances en fonction de leur façon de migrer dans les conditions données.  
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          Pour avoir une idée sur les bons systèmes de séparation et d’isolement des 

polyphénols, les extraits phénoliques partiellement purifiés d’artichaut (bractées, fleurs, 

tige et réceptacle) ont subi une chromatographie analytique sur couche mince. Raison pour 

laquelle, trois systèmes d’entrainement ont été choisis : chloroforme additionné d’acétate 

d’éthyle et d’acide formique (50/40/10, V/V/V), n-butanol additionné d’acide acétique et 

d’eau distillée (4/1/5, V/V/V) et acétone additionné d’eau distillée (50/50, V/V). 

          Les résultats montrent que le premier et le deuxième système donnent une bonne 

migration et séparation des constituants des spots (dépôts) et un nombre élevé de taches 

bien distinctes, tandis que le système acétone/eau entraine rapidement les spots. Cette 

différence de migration verticale est en relation, suivant Kolaï et al. [230], avec la polarité 

des substances, la polarité de l’éluant (phase mobile) et avec le pouvoir d’adsorption de la 

phase stationnaire. 

Seuls quatre polyphénols standards disponibles ont été utilisés pour l’identification 

des constituants des extraits d’artichaut à savoir l’acide gallique qui appartient à la classe 

des polyphénols simples, la quercétine qui représente les flavonoïdes, l’acide tannique et le 

catéchol représentant, respectivement, les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les 

résultats obtenus se figurent dans les chromatogrammes suivants (figure 6.14) et le tableau 

(Appendice E). 
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Figure 6.14: Chromatogrammes de différents extraits d’artichaut et standards. 

 

 

4.2Chromatogramme développé par 
chloroforme/acétate d’éthyle/acide 

formique et révélé par Alcl3 1% 

 

4.3 Chromatogramme développé par 
chloroforme/acétate d’éthyle/acide 

formique et révélé par DPPH  

 

 

4.1Chromatogramme développé par 
chloroforme/acétate d’éthyle/acide 

formique et révélé par Fe cl3/K3 

Fe(CN)3 

 

4.5 Chromatogramme développé par 
acétone/eau distillée 

 

4.4 Chromatogramme développé par 
n-butanol/acide acétique/eau distillée 

 

B : bractée, f : fleur, 

T : tige, R : réceptacle.  

AG : acide gallique,  

Q : quercétine,  

AT : acide tannique, 

 C : catéchol]. 
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Le chromatogramme révélé par une solution aqueuse de trichlorure de fer et de 

potassium hexacyanoferrate indique la présence de plusieurs taches de couleurs grises à 

brunes ce qui affirme que tous les extraits de différentes parties d’artichaut comportent des 

substances phénoliques.  

Tous les extraits montrent la présence de l’acide gallique sous forme de taches 

mauves fluorescentes sous UV à 254 nm et même à 366 nm, de la quercétine en couleur 

jaune après révélation par une solution méthanolique à 1% d’Alcl3 et de l’acide tannique 

(sauf pour l’extrait des bractées) sous forme de taches brunes claires dans le 

chromatogramme entrainé par le système : n-butanol/ acide acétique/ eau distillée.    

          La détection des terpenoïdes, des dérivés de type phénylpropane et des phénols par 

la vanilline sulfurique (0,5 %) est prouvée par la présence des taches de couleurs rose, 

rouge à brune dans tous les extraits.  

          L’activité antioxydante des extraits des bractées, des fleurs, de la tige et du 

réceptacle  a été testée sur CCM avec une solution méthanolique du DPPH (2,5 mg/100 

ml). Les résultats confirment que les différentes parties de la fleur d’artichaut présentent 

une aptitude à piéger le DPPH.. Cette propriété a été évaluée par la technique de 

décoloration du DPPH., provoquée par les polyphénols, qui démontrent que le potentiel 

antioxydant de la plante est avéré.  

          L’observation sous UV à 254 et à 366 nm montre la présence des autres tâches 

fluorescentes de couleurs jaune, vert, mauve, bleu et brune ce qui nous informe sur 

l’existence probable des autres substances qui ne sont pas identifiées (absence des 

standards). Selon Christelle Chantal et al. [231] les spots qui ont tous acquis des teintes 

bleues sont des anthocyanes.  
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6.3.7.3  Teneur en polyphénols totaux dans les extraits bruts et purifiés 

          Les résultats de la teneur en polyphénols totaux, exprimés en mg/g PS, des parties de 

la fleur d’artichaut sont donnés par la figure 6.15. 

 

Figure 6.15 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits de la fleur d’artichaut avant et 

après la purification. 

          Dans les extraits bruts, issus de la méthode de Soxhlet, les fleurs suivies par la tige 

présentent les teneurs maximales en polyphénols totaux à savoir 65,16 et 46,333 mg éq 

AG/g PS. Ces valeurs sont presque deux fois supérieures que celles enregistrées par 

décoction et macération. En concordance avec les résultats des deux premières méthodes, 

le réceptacle semble être plus riche en polyphénols totaux que les bractées soient 32,04 et 

12,453 mg éq AG/g PS. La méthode de  Soxhlet peut être, suivant Wan Nurul Bt Wan  

[229], utilisée pour extraire les polyphénols avec succès. 

          La purification des extraits par une extraction liquide-liquide baisse les teneurs en 

polyphénols totaux. L’analyse statistique des résultats montre qu’il ya une forte corrélation 

négative entre la teneur initiale des extraits en PT et le rendement de purification des 

extraits (r = - 0,920), dont ceux qui renferment les teneurs les plus élevées en PT 

enregistrent des rendements de purification les plus faibles à savoir 16,513 et 15,583 % 

respectivement pour les fleurs et la tige alors que les bractées les plus pauvres génèrent le 

meilleur rendement de purification (33,084 %) (Tableau 6.8). 
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Tableau 6.8 : Rendement de purification des polyphénols de différentes parties de la fleur 

d’artichaut. 

Parties Bractées fleurs Tige Réceptacle 

Rendement (%) 33,084 16,513 15,583 24,345 

 

          La perte des PT au cours de la purification peut s’expliquer par la différence de 

solubilité de ces substances dans les solvants organiques utilisés.  

6.3.8  Teneurs en acide ascorbique (vitamine C) 

          Les teneurs en vitamine C, exprimées en mg/100 g PF, de différentes parties de la 

fleur d’artichaut fraiche sont illustrées dans la figure 6.16. 

 

Figure 6.16 : Teneurs en acide ascorbique (vitamine C) de différentes parties de la fleur 

d’artichaut en mg/100 g PF. 

 

          Les résultats de la figure 6.16 révèlent que les fleurs sont la partie la plus riche en 

vitamine C à savoir 4,26 mg/100 g PF. Les bractées et le réceptacle enregistrent des 

teneurs très proches soient 2,56 et 2,34 mg/100 g PF, alors que la tige donne une valeur 

faible avec 1,84 mg/100 g PF. Nos résultats restent très faibles par rapport à ceux trouvés 

dans la littérature, dont Gil-Izquierdo et al. [36] ont enregistré 14,42 mg/100 g PF 

(bractées) et 19,35 mg/100 g PF (réceptacle) des artichauts de la variété « Blanca de 

Tudela» et Ihl et al. [232] ont trouvé 10,8 mg/100 g PF dans le réceptacle d’artichaut.  
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         Cette faible teneur, par rapport aux résultats de la littérature, peut avoir une relation 

directe avec la variété différente, ainsi selon Benbrook [233], la teneur en vitamine C est 

en relation avec la maturité de la plante et les méthodes de culture aussi.  La Vitamine C 

est fragile  (photosensible, thermosensible et facilement oxydable), sa perte est 

probablement occasionnée durant le transport et la période de stockage. 

6.3.9   Activité antioxydante  

          La méthode de DPPH. est généralement employée pour évaluer l’activité anti-

radicalaire de n'importe quelle substance antioxydante parce que c'est une méthode rapide, 

fiable et reproductible pour rechercher  in vitro l'antioxydant, généralement, des composés 

purs comme des extraits des végétaux [234].   

6.3.9.1  Activités antioxydantes de la vitamine C et de la quercétine 

          Afin de mieux caractériser l’activité anti-radicalaire des extraits d’artichaut, nous 

avons évalué le pouvoir antioxydant de deux standards de nature vitaminique et 

polyphénolique, connus pour leur capacité de piéger les radicaux libres. Les résultats, 

exprimés en pourcentage, de l’activité inhibitrice du DPPH
. 

de la vitamine C et de la 

quercétine sont illustrés par la figure 6.17. 

 

 Figure 6.17 : Activités antioxydantes de la vitamine C et de la quercétine 

          Les résultats obtenus montrent qu’à des concentrations de 0,005 et 0,01 mg/ml, la 

quercétine enregistre des pourcentages d’inhibition (77,86 et 79,39 % respectivement) 

nettement supérieurs à ceux enregistrés par la vitamine C (42,47 et 46,56 %). 

115 



          A partir de 0,025 mg/ml, les taux d’inhibition de la vitamine C et de la quercétine 

deviennent très proches et se situent entre 80,15 et 92,36 %. 

          L’analyse des résultats des deux standards indique qu’il y a une faible corrélation 

positive entre les concentrations de la vitamine C et la quercétine avec leur pouvoir anti-

radicalaire soient des coefficients de corrélation respectifs de  0,487 et 0,371.   

          La moyenne des taux d’inhibition, de toutes les concentrations testées qui varient de 

0,005 à 0,5 mg/ml, met en évidence que la quercétine est plus efficace en tant qu’agent 

antioxydant que la vitamine C à savoir 71,86 et 62,7 %  respectivement. Ce résultat est 

témoigné par Raj Narayana et al. [235] qui montrent que la quercétine, grâce à son activité 

anti-radicalaire, a été utilisée pour stabiliser les lipides de la viande avec succès à une 

concentration de 200 ppm.  

6.3.9.2  Activités antioxydantes des extraits d’artichaut 

          Le test de l’activité antioxydante de différents extraits d’artichaut a été effectué sur 

des extraits éthanoliques partiellement purifiés afin d’éliminer au maximum toutes 

interférences des autres constituants non phénoliques.  

          Pour mieux caractériser les activités antioxydantes de différents extraits, les extraits 

ont subi une dilution par l’eau distillée dont les concentrations allant de 0 à 100 % ; ces 

dernières sont testées et les résultats obtenus sont représentés par les courbes de la figure 

6.18. 

 

Figure 6.18 : Activités antioxydantes des extraits d’artichaut 
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          Les courbes obtenus (figure 6.18) semblent avoir la même tendance évolutive qui 

traduis la capacité des polyphénols d’artichaut à piéger le radical libre DPPH
.
. Elles 

dévoilent que touts les extraits phénoliques de la fleur d’artichaut possèdent des bonnes 

activités antioxydantes, comprises entre un minimum de 64,91 % enregistré par la tige à 10 

% de concentration (90 % de dilution) et un maximum de 93,42 % trouvé au niveau des 

fleurs sans dilution (100 % concentration).  

          Les résultats obtenus montrent que l’extrait phénolique des fleurs, présente la 

meilleure activité antioxydante avec un pourcentage d’inhibition maximum de 93,42 % 

suivit par les extraits du réceptacle et des bractées avec des pourcentages maximums valant 

de 88,59 et 86,4 % respectivement. La tige enregistre le plus faible pouvoir antioxydant à 

savoir 71,98 %. Le pourcentage d’inhibition du DPPH
.
 du réceptacle dans notre étude est 

nettement supérieur à celui enregistré par  Lutz et al. [50] qui ont trouvé 69,91% pour 

l’extrait hydro-alcoolique. Cette différence peut être expliquée par l’état de la matière 

première, fraiche (pour Lutz) et sèche (pour nous), les artichauts séchés renferment plus de 

substances antioxydantes. Ce pourcentage reste même élevé à celui trouvé par Falleh et al. 

[102] qui donnent un pouvoir d’inhibition de 64,4 % au niveau des fleurs de Cynara 

cardunculus L. à 2 mg/ml ; par contre, ils trouvent 96,7 % dans les feuilles. Cette   

différence trouvée en activité antioxydante semble être en relation avec l’espèce, la partie 

de la plante et la concentration utilisée. 

          L’analyse des résultats montre qu’il ya une corrélation positive (0,62 ≤ r ≤ 0,736) 

entre la concentration de chaque extrait et son activité antioxydante, mais avec une 

différence non significative (p > 0,05) entre les pourcentages d’inhibition de chaque 

extrait. Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Wang et al. [153]. 

          Malgré la teneur de la tige en polyphénols (0,361 mg/ml) qui est plus élevée que   

celle des bractées (0,206 mg/ml), l’extrait de la tige présente la plus faible activité 

antioxydante avec une valeur atteignant 71,98 %. Statistiquement, il existe une faible 

corrélation (r = 0,365) entre le pourcentage d’inhibition du DPPH
. et la teneur en 

polyphénols totaux des extraits, ce qui est confirmé par  Peschel et al. [215] et contrarie par 

Lutz et al. [50] et Falleh et al. [102] qui démontrent une forte corrélation entre l’activité 

antioxydante et la teneur en PT.   
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          Cette différence est en rapport non seulement avec la concentration en polyphénols 

totaux mais probablement avec leur nature chimique, ainsi que avec, d’après Peschel et al. 

[215], les interactions avec d’autres constituants de la fleur d’artichaut.  

En comparant nos résultats (Figure 6.19) avec ceux des antioxydants standards (la 

quercétine et la vitamine C), tous les extraits semblent avoir des activités antioxydantes  

inferieures, sauf pour l’extrait des fleurs qui marque un pouvoir antioxydant légèrement 

supérieur à celui de la quercétine. L’activité antioxydante des bractées (86,4%) est 

légèrement inférieure à celle enregistrée par Peschel et al. [215] qui indiquent un taux de 

88,72 %. 

 

Figure 6.19 : Pouvoir antioxydant des standards et de différents extraits. 

Dans leur étude sur les polyphénols du tabac, Wang et al. [153], ont trouvé que ces 

substances enregistrent des pourcentages d’inhibition du DPPH. supérieurs à ceux 

enregistré par la vitamine C. 

6.3.10   Activités antimicrobiennes 

          L’évaluation de l’activité antibactérienne et antifongique des extraits aqueux de 

différentes parties de la fleur d’artichaut a été effectuée par la méthode de diffusion sur un 

milieu solide. Les résultats des antibiogrammes et des antifongigrammes obtenus sont 

mentionnés dans l’appendice G et les tableaux suivants.  Des testes de détermination de la 

sensibilité des souches utilisées vis-à-vis quelques antibiotique (Appendice H). 
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6.3.10.1  Extraits purifiés 

o Activité antibactérienne 

          Les diamètres moyens des zones d’inhibition des extraits purifiés, exprimés en cm, 

obtenus avec les souches bactériennes, Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophilus, 

Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont mentionnés dans le tableau 6.9. 

Tableau 6.9 : Diamètres moyens des zones d’inhibition des extraits purifiés (cm) obtenus 

avec les souches bactériennes. 

Souches 

Parties 

       GB     BS ST                           EC 

Bractées 

Fleurs 

Tige 

Réceptacle 

4,65 ± 0,49 

5,20 ± 0,28 

3,85 ± 0,07 

1,85 ± 0,21 

5,15  ± 0,21 

5,60 ± 0,14 

5,35 ± 0,21 

3,65 ± 0,07 

2,65 ± 0,21       1,85 ± 0,21 

2,85 ± 0,21       1,60 ± 0,14 

2,25 ± 0,21        2,05 ± 0,07 

0,0. ± 0,00         0,00 ± 0,00 

 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 

          Les résultats illustrés dans le tableau révèlent que les polyphénols des fleurs 

enregistrent les diamètres d’inhibition maximaux pour la plus part des souches 

bactériennes testées à savoir une moyenne de 3,81 cm suivis par ceux des bractées et de la 

tige (3,57 et 3,37 cm en moyenne respectivement) ; alors que le réceptacle présente le plus 

faible pouvoir antibactérien et n’enregistre aucun effet inhibiteur sur la croissance de 

Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli . 

          Les diamètres d’inhibition diffèrent significativement (p < 0,05) en fonction des 

souches. La souche Bacillus subtilis apparait la plus sensibles aux extraits purifiés des 

différentes parties de la fleur d’artichaut avec un diamètre maximal valant de 5,6 cm suivi 

par Geobacillus stearothermophilus qui enregistre une moyenne de 3,89 cm. En revanche 

Escherichia coli suivie par Staphylococcus aureus présentent une résistance vis-à-vis des 

extraits polyphénoliques et surtout celui du réceptacle. 
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          Plusieurs travaux ont été réalisés sur les diverses classes de polyphénols de 

différentes plantes montrent que ces substances ont une bonne activité antibactérienne et 

antifongique. Raj Narayana et al. [235] indiquent que les flavonoïdes et les esters des 

acides phénoliques sont investis pour leur effet antibactérien surtout contre les bactéries à 

gram positif et antifongique dont 35 flavonoïdes parmi les 182 étudiés enregistrent des 

activités antibactériennes contre plusieurs bactéries.  

          Parmi ces flavonoïdes, la quercétine présente une activité anti staphylococcus aureus 

[236] et anti Bacillus subtilis [237]. L’activité anti microbiennes est trouvée aussi dans 

plusieurs plantes notamment les feuilles de thé, du tabac, etc. Sakanaka et al. [238] et 

Silabdi [239] ont montré que les extraits polyphénoliques de thé exercent un effet 

bactéricide contre la Geobacillus stéarothermophilus, une bactérie thermophile de 

détérioration largement  présente dans la nature et contre Bacillus subtilis; et Wang et al. 

[153] et  Clinton [159] éclairent l’activité antibactérienne des tanins et des polyphénols 

totaux du tabac contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. Moroh et al. [240] et 

Jeong et al. [241] ont trouvé une activité antibactérienne modérée des extraits 

polyphénoliques de Morinda morindoides et de Diospyros kaki sur différentes souches  

d’Escherichia coli. Il faut rappeler que l’activité d’une substance végétale dépend de 

plusieurs facteurs dont le mode d’extraction et la concentration en principe actif [240] 

o Activité antifongique 

          Pour démontrer l’activité antifonique, nous avons choisi deux souches 

fongiques (Candida albicans et Aspergillus fumigatus) qui sont nocives pour la santé de 

l’Homme. Suivant   Hirasawa et Takada [242], Candida  albicans fait partie de la flore 

microbienne autochtone de l'homme, elle se trouve dans la cavité buccale et le tube 

digestif, c’est un pathogène opportuniste.  

          Les diamètres moyens des zones d’inhibition des extraits polyphénoliques purifiés, 

exprimés en cm, obtenus avec les souches (tableau 6.10) montrent que les polyphénols des 

fleurs enregistrent toujours les meilleurs effets inhibiteurs avec des diamètres de 2,6 cm 

pour A. fumigatus  et 1,95 cm pour C. albicans. Les extraits polyphénoliques des bractées 

et de la tige ont un effet inhibiteur similaire (1,775cm en moyenne pour chacun). Toute 

fois,  le réceptacle marque le plus faible diamètre d’inhibition sur  C. albicans  (1,45 cm) et 

un effet nul sur A. fumigatus.   
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         Les cibles des polyphénols, suivant une étude sur  candida albicans réalisée par 

Boochird et Flegel [243] sont la paroi cellulaire, la membrane cytoplasmique et le 

cytoplasme, ainsi leurs effets sur ces trois sites dépendent de la concentration utilisée. 

 

Tableau 6.10 : Diamètres moyens des zones d’inhibition des extraits purifiés (cm) obtenus 

avec les souches fongiques. 

Souches 

Parties 

A. fumigatus C. albicans 

Bractées 

Fleurs 

Tige 

Réceptacle 

1,85  ± 0,71 

2,60 ± 0,14 

1,80 ± 0,28 

0,00 ± 0,00 

1,70  ± 0,14 

1,95 ± 0,07 

1,75 ± 0,07 

1,45 ± 0,07 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 

          En écartant l’effet de la partie de la plante, la souche n’a pas d’effet significatif sur 

les diamètres d’inhibition (p > 0,05) dont les deux souches fongiques enregistrent en 

moyenne des diamètres très proches à savoir 1,71 cm pour C. albicans et 1,56 cm pour     

A. fumigatus. C’est ce qui nous permet de dire que les deux souches ont la même 

sensibilité aux extraits d’artichaut. Plusieurs travaux ont montré l’activité antifongique des 

extraits polyphénoliques de Morinda morindoides sur A. fumigatus [240]. 

6.3.10.2   Fractions aqueuses des extraits purifiés 

o Activité antibactérienne 

          Les diamètres moyens des zones d’inhibition des fractions aqueuses des extraits 

purifiés, exprimés en cm, obtenus avec les souches bactériennes, Bacillus subtilis, 

Geobacillus stearothermophilus et Staphylococcus aureus sont donnés par le tableau 6.11. 
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Tableau 6.11 : Diamètres moyens des zones d’inhibition des fractions aqueuses (cm) 

obtenus avec les souches bactériennes. 

Souches 

Parties 

GB BS ST 

Bractées 

Fleurs 

Tige 

Réceptacle 

2,15  ± 0,21 

2,55 ± 0,07 

3,10 ± 0,14 

3,65 ± 0,21 

1,75  ± 0,07 

1,90 ± 0,14 

2,05 ± 0,07 

2,25 ± 0,07 

1,70 ± 0,14 

2,05 ± 0,07 

2,45 ± 0,77 

3,00 ± 0,14 

 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 

Cette analyse nous permet de constater que contrairement aux résultats des extraits 

purifiés, la fraction aqueuse du réceptacle suivie par celle de la tige ont les plus grands 

effets inhibiteurs des souches bactériennes à savoir des diamètres d’inhibition moyens de 

2,97 et 2,53 cm respectivement, alors que les fleurs et les bractées enregistrent moins 

d’effet inhibiteur avec en moyenne 2,17 et 1,87 cm en ordre. Les pertes des substances 

antibactériennes polyphénoliques dans la fraction aqueuse dans le processus de purification 

des extraits d’artichaut peuvent expliquer cette différence. 

         La totalité des souches sont sensibles à l’effet antibactérien des fractions aqueuses de  

différentes parties de la fleur d’artichaut. Cette fois-ci, Geobacillus stearothermophilus et 

Staphylococcus aureus sont apparues plus sensibles aux fractions aqueuses (2,86 et 2,3 cm 

en moyenne respectivement) que Bacillus subtilis (1,98 cm en moyenne). Dans leur étude 

sur l’effet antibactérien des feuilles de Cynara cardunculus L., Falleh et al. [102] 

constatent aussi un plus grand effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus soit 2,57 cm de 

Ø. Ils ont enregistré aussi un meilleur effet antibactérien contre les Gram+ que contre les 

Gram-. En revanche, Kukic et al. [103] enregistrent un meilleur effet antibactérien des 

bractées de Cynara cardunculus L. sur Bacillus subtilis que sur Staphylococcus aureus.   
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o Activité antifongique 

          Les diamètres moyens des zones d’inhibition des fractions aqueuses, exprimés en 

cm, obtenus avec les souches fongiques : Candida albicans et Aspergillus fumigatus sont 

représentés dans le tableau 6.12. 

Tableau 6.12 : Diamètres moyens des zones d’inhibition des fractions aqueuses (cm) 

obtenus avec les souches fongiques. 

Souches 

Parties 

A. fumigatus C. albicans 

Bractées 

Fleurs 

Tige 

Réceptacle 

1,45  ± 0,71 

1,55 ± 0,14 

0,00 ± 0,00 

1,50 ± 0,14 

0,00  ± 0,00 

0,00 ± 0,00 

0,00 ± 0,00 

0,00 ± 0,00 

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures ± SD. 

Les polyphénols des fractions aqueuses de la fleur d’artichaut montrent une 

efficacité avec une seule souche fongique, A. fumigatus, en enregistrant un maximum (1,55 

cm) par les fleurs et un minimum (1,45 cm Ø) par les bractées ; cependant la tige n’a aucun 

effet sur A. fumigatus. Par contre, la souche C. albicans est résistante à toutes les fractions 

aqueuses de la fleur d’artichaut.  
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CONCLUSION 

 

L’artichaut ainsi que d’autres plantes telles que le thé, le cardon, les raisins, etc.   

représentent une source inépuisable de substances et des composés bioactifs. Ces 

biomolécules peuvent être exploitées en industrie agroalimentaire, en cosmétologie et en 

phytothérapie.  

          D’un point de vue applicatif, les travaux de ce mémoire se sont articulés autour de 

deux axes d’investigation : 

o La valorisation des protéases des fleurs d’artichaut Cynara scolymus L. en 

fromagerie. Ces fleurs sont déjà utilisées depuis de nombreuses années pour la 

fabrication des fromages traditionnels. Cette étude se focalise sur l’extraction, la 

purification et la caractérisation des protéases vis-à-vis de quelques paramètres 

physicochimiques. 

o La valorisation des polyphénols des sous produits de la fleur d’artichaut. Depuis les 

antiquités, seulement le réceptacle a été consommé comme légume et les feuilles 

ont été utilisés en médecine traditionnelle pour leurs vertus thérapeutique attribués 

aux polyphénols. C’est pourquoi, notre étude a consisté à étudier les polyphénols 

constitutifs de différentes parties de la fleur d’artichaut, à les doser, à les identifier 

et à évaluer leurs activités antioxydante et antimicrobienne. 

          La fleur d’artichaut comporte une part non négligeable de protéines, certaines 

d’entre elles (cynarases) sont capables de coaguler le lait. La caractérisation de l’extrait 

purifié d’artichaut indique que ces protéases sont actives à des températures élevées 

enregistrant ainsi une force coagulante optimale à 70 °C où la présure commerciale est 

inactive. Comme toutes les protéases aspartiques les cynarases d’artichaut et la présure 

sont actives à un pH optimal de 5,2 ; les forces coagulantes optimales de ces deux 

protéases sont largement différentes, valant de 16,472 (à 24min et 17 S) et 4800 (à 5 S) 

pour les cynarases et la présure respectivement. 

          L’accroissement de la concentration du cacl2 améliore l’activité coagulante des 

protéases d’artichaut et de la présure. Dans toutes les conditions du travail l’activité 

coagulante de la présure est nettement supérieure à celle de l’extrait purifié d’artichaut. 
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          En ce qui concerne l’extraction des polyphénols des bractées, des fleurs, de la tige et 

du réceptacle d’artichaut, différents modes et types de solvants d’extraction sont étudiés 

pour choisir le meilleur système d’extraction de ces substances. Les résultats des teneurs en 

polyphénols totaux et en flavonoïdes montrent que la macération par l’éthanol et par 

l’acétone sont les meilleurs systèmes d’extraction de ces molécules. En revanche, la 

décoction aqueuse semble être meilleure pour extraire les tanins. Quelque soit le mode 

d’extraction et le solvant utilisé, les fleurs représentent la partie la plus riche en 

polyphénols. 

          Pour chaque partie de la fleur, modes d’extraction et solvants, les composés 

phénoliques se comportent différemment. La solubilité des polyphénols dépend de leur 

polymérisation, de la polarité et du pH du solvant utilisé,  ainsi que de la température qui 

favorise l’extraction de certains composés phénoliques et conduit à la détérioration des 

autres.  

          Qualitativement les analyses effectuées, par la chromatographie sur couche mince 

sur gel de silice, suivant les différents systèmes d’élution ont montré la présence de 

multitudes composées polyphénoliques tels que les acides phénols, les flavonoïdes et les 

flavanols qui sont dotées de propriétés anti-radicalaires. 

Par ailleurs, nous avons montré que les extraits éthanoliques partiellement purifiés 

de différentes parties de la fleur d’artichaut présentent des activités antioxydantes vis-à-vis 

du radicale libre du DPPH
. . Ces activités sont comparables sinon supérieures à celles de la 

vitamine C et de la quercétine, utilisées comme standards. L’activité anti-radicalaire est 

dépendante du contenu en polyphénols totaux des extraits des bractées, des fleurs et du 

réceptacle ; ainsi une forte corrélation positive a été établie (r = 0,962) entre la teneur en 

PT des bractées, des fleurs et du réceptacle, et les taux d’inhibition du DPPH
. 
; Autrement 

dit, les extraits les plus riches en polyphénols totaux sont les plus actifs.  

La faible capacité inhibitrice du radical DPPH. par l’extrait de la tige, qui comporte  

plus de polyphénols que l’extrait des bractées, peut être attribuée à la nature chimique de 

ces substances. Donc l’intensité de l’activité antioxydante ne dépend pas uniquement de la 

teneur globale en polyphénols totaux (PT) mais également de leur nature. De ces résultats, 

on peut conclure que les sous produits de la fleur d’artichaut possèdent un réel potentiel 

anti-radicalaire susceptible d’être exploité à plusieurs échelles.  
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L’évaluation de l’activité antibactérienne, des extraits aqueux partiellement purifiés 

et des fractions aqueuses de différentes parties de la fleur d’artichaut, nous permet de 

constater que les polyphénols d’artichaut ont des effets antibactériens intéressants, où nous 

avons enregistré les meilleurs effets inhibiteurs avec les extraits partiellement purifiés des 

fleurs, des bractées et de la tige. Par ailleurs, les fractions aqueuses inscrivent un faible 

effet inhibiteur sur les souches testées (bactériennes et fongiques) et ceci nous pouvons 

l’expliquer par la faible teneur en polyphénols de ces fractions aqueuses. 

L’extrait polyphénolique des fleurs partiellement purifié donne le plus grand 

pouvoir inhibiteur des souches dont Bacillus subtilis est la plus sensible aux polyphénols 

d’artichaut alors qu’Escherichie coli est la plus résistante. Par contre, au niveau des 

fractions aqueuses, le réceptacle enregistre la plus grande activité antibactérienne dont la 

Geobacillus stearothermophilus est la plus sensible aux polyphénols d’artichaut. 

Les extraits partiellement purifiés de la fleur d’artichaut se sont révélés actifs vis-à-

vis des deux souches fongiques testées (Candida albicans et Aspergillus fumigatus) où les 

fleurs enregistrent le meilleur effet antifongique. Cependant, la fraction aqueuse de la tige 

n’enregistre aucun effet antifongique alors que les autres fractions aqueuses sont actives 

seulement contre  l’Aspergillus fumigatus.  

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constituent qu’une contribution à la 

recherche des substances de source naturelle à intérêt technologique et munies de 

propriétés biologiques. Ces résultats permettent  une meilleure connaissance de l’activité 

coagulante des protéases d’artichaut et des pouvoirs antioxydants et antimicrobiens des 

polyphénols de la partie comestible et des sous produit de la fleur d’artichaut.  

Des essais complémentaires approfondies seront nécessaires et devront confirmer 

les performances mises en évidence. Il serait donc intéressant de mener des études 

détaillées sur les fractions des extraits démontrant des activités coagulante, antioxydante et 

antimicrobienne in vitro, en vue d’identifier et purifier l’espèce chimique ou les composés 

responsables de cette activité ainsi que leurs modes d’action.    Il serait aussi intéressant de 

confirmer les résultats de ces études par d’autres études in vivo.  
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LISTE DES ABREVIATIONS 

 

 

AC : Acide caféique  

AG : Acide gallique 

AT : Acide tannique  

BS : Bacillus subtilis 

cat : Catéchol 

CCM : Chromatographie sur couche mince 

CMP : Caséinomacropeptide 

Con : Concentration 

Da : Dalton  

DPPH. : 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl 

EC : Escherichia coli 

éq : Equivalent 

ext : Extraits  

F : Force coagulante 

GB : Geobacillus stearotherm  

H₂O₂ : Peroxyde d'hydrogène  

HPLC : Chromatographie liquide à haute performance  

inh : Inhibition 

MPCA : Méthodes physico-chimiques d’analyse 

MS : Matière sèche 

O₂⁻: Anion superoxyde  

PF : Poids frais 

PM : Poids moléculaire 

PPO : Polyphénols oxydases  

PS : Poids sec 

PT : Polyphénols totaux 

Qu : Quercétine 

RF : Rapport frontal  

SD : Standard deviation     

SOD : Superoxyde dismutase  

ST: Staphylococcus aureus 

t : temps 

T : Taux  

UP : Unité présure 

vit : vitamine 
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APPENDICES 

 

-A- 

 

� Appareillage  

o Agitateur 
o Bain-Marie 
o Balance (de précision KERN max 200 g) 
o Centrifugeuse de Hettich EBA3S 
o Rota-vapeur 
o Etuve (Memmerta max 255°C)  
o pH mètre 
o Thermomètre 
o Appareil de Kjeldahl (Bloc digest Selecta et un distillateur) 
o HPLC chromatographie liquide à haute performance  
o Chromatographie d’exclusion sur colonne  
o Appareil de Soxhlet 
o Spectrophotomètre UV visible type Perkin Elmer 
o Lampe UV 254-366 nm 
o Bec-benzène 
o Vortex (Oheidolph) 
o Autoclave  
o Four a moufles 
o Lyophilisateur  
o Stomacher (Laboratory Blinder) 
 

� Matériels utilisés  

o Becher 
o Burette graduée 
o Eprouvette 
o Erlenmeyere 
o Fioles 
o Pipettes graduées de 1, 10 et 20 ml 
o Micropipette  
o Micro-seringue 
o Micro-filtre 
o Cuve de la CCM 
o Boites de Pétris 
o Pinces 
o Tubes à essai  
o Ampoule de décantation  

 

 



 

� Composition des milieux de culture 

Mueller-Hinton 

o Infusion de viande 4 g/l 
o Hydrolysat de caséine 17,5 g/l 
o Agar 15 g/l 
o Amidon 1,5 g/l 
o pH= 7,4 

Milieu Saboraud 

o Peptone de caséine 3 g/l 
o Peptone de viande 3 g/l 
o D(+) glucose 10 g/l 
o Maltose 10 g/l 
o Agar 15 g/l 
o pH= 5,4 

 

-B- 

 

B.1 Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux 

 

 

 

 



B.2 Courbe d’étalonnage des flavonoïdes 

 

  

B.3 Courbe d’étalonnage du catéchol 
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C.1 Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique 

 

 

C.2 Chromatogramme du dosage de la vitamine C des bractées 

 

 

 

Temps de rétention (minutes) 

Intensité optique (millivolts). 



C.3 Chromatogramme du dosage de la vitamine C des fleurs 

 

 

C.3Chromatogramme du dosage de la vitamine C de la tige 

 

 



C.4 Chromatogramme du dosage de la vitamine C du réceptacle  

 

-D- 

 

D.1 Tableau des concentrations de la quercétine et de la vitamine C 

 

          A partir des solutions mères de 0,5 mg/ml de la quercétine et de la vitamine C, nous 
réalisons des dilutions allant de 0 à 0,5 mg/ml.  

 

Solution mère (ml) 0 0,1 0,2 0,5 1 2 10 
Méthanol absolu (ml) 10 9,9 9,8 9,5 9 8 0 
Concentration de la 
quercétine mg/ml 

0 0,005 0,01 0,025 0,05 0,1 0,5 

Concentration de la 
vitamine C mg/ml 

0 0,005 0,01 0,025 0,05 0,1 0,5 

   

D.2 Tableau des dilutions de différents extraits 

 

Solution mère (ml) 0,3 0,9 1,5 2,1 3 
Eau distillée (ml) 2,7 2,1 1,5 0,9 0 
Concentration d’extrait (% 
v/v) 

10 30 50 70 100 

 

 

 



 

-E- 

Tableau : Rf et caractéristiques des taches présentes dans les chromatogrammes des 
extraits d’artichaut 

Extraits et polyphénols 
standards 

Nombre de taches Couleurs des taches Rf 

Acide gallique 
 

Quercétine 
 

Acide tannique 
 

Catéchol 
 
 

Extrait des bractées 
 
 
 
 
 

Extrait des fleurs 
 
 
 
 
 
 

Extrait de la tige 
 
 
 
 
 
 
 

Extrait du réceptacle 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
 
 
 
 
5 
 
 
 
 
 
 
6 
 
 
 
 
 
 
 
5 

Mauve 
 

Jaune 
 

Brune 
 

Mauve foncé 
 
 

Jaune 
 
 
 
 
 

De jaune au brun 
 
 
 
 
 
 

De jaune au brun 
 
 
 
 
 
 
 

De jaune au brun 
 
 
 
 
 
 
 

0,89 
 

0,95 
 

0,84 
 

0,96 
 
 

0,72 
0,95 
0,89 

 
 
 

0,3 
0,42 
0,84 
0,89 
0,95 

 
 

0,6 
0,65 
0,71 
0,84 
0,89 
0,95 

 
 

0,6 
0,72 
0,84 
0,89 
0,95 
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Les extraits polyphénoliques utilisés dans les testes d’antibiogramme 

 

10 g de différentes parties d’artichaut séché 

 

100 ml d’eau distillée 

 

Macération 24 h à 4 °C 

 

Filtration sur papier filtre n° 4 

 

Réextraction des résidus dans 50 ml d’eau distillée par décoction 30 min à 100 °C 

 

Filtration sur papier filtre n° 4 

 

Rassembler les deux filtrats 

 

Purification par la méthode décrite dans la paragraphe 6.3.6 de matériels et méthodes 

 

 

 

Filtrer aseptiquement dans un filtre de 0,45µm. 

Figure F : Diagramme d’extraction et purification des polyphénols d’artichaut (original). 

 

 

 

Extrait purifié Fraction aqueuse  



-G- 

Résultats des testes d’antibiogramme 

     

 

 

C : Candida albicans 

BS: Bacillus subtilis 

GB: Geobacillus stearotherm 

ST: Staphylococcus aureus 

S : Escherichia coli 

ASP : Aspergillus fumigatus 

Figure G : Résultats des antibiogrammes des extraits phénoliques purifiés et des fractions 
aqueuses. 

 

1p : extrait purifié des bractées 

2p : extrait purifié des fleurs 

3p : extrait purifié de la tige 

4p : extrait purifié du réceptacle  

B : fraction aqueuse 



-H- 

 

Tableau H : Diamètres des zones d’inhibition des antibiotiques (cm) obtenus avec les 
souches fongiques 

 

Antibiotiques 

Souches  

Spiromycine (15)  Erythromycine 
(100) 

E. conazole  

Bacillus         

subtilis 

2,5 2,8 Nd 

Geobacillus 

stearothermophilus 
3,5 3 Nd 

Aspergillus 

fumigatus 
nd Nd 3 

Candida        

albicans 
nd Nd 0 

                                                                                                         nd : non déterminé. 

 

 

 

 

 

 

 


