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Introduction

Les tomates (Solanum lycopersicum L.) sont I’une des activités majeures de l'industrie
agroalimentaire grace a leur contribution a la croissance et a 1'adoption du secteur agricole
[01]. Actuellement, les composés antioxydants de la tomate suscitent un intérét croissant, car
de nombreuses recherches épidémiologiques ont révélé que la consommation réguliere de
fruits et Iégumes, y compris les tomates, peut avoir un impact important sur la prévention des

maladies comme le cancer et les maladies cardiovasculaires.

Les tomates représentent la deuxiéme culture la plus importante au monde, apres les
pommes de terre, dont 144 pays dans le monde produisent 100 millions de tonnes de fruits
frais [01].Une partie est consommée directement, mais la majorité est transformée
industriellement en purées, jus de tomate et sauces. Ce processus de transformation produit
une grande quantité de sous-produits inutilisés, comme les pelures, les graines et les feuilles.
Ces déchets sont riches en composés bioactifs, ce qui rend leur utilisation diversifiée
essentielle en tant qu'additifs alimentaires, ainsi que dans le domaine de la cosmétique et de la

pharmacie [01].

Les résidus issus de l'industrie de la tomate présentent un potentiel d'application dans
lI'industrie alimentaire grace a leur teneur ¢élevée en composés bioactifs, y compris des
antioxydants tels que les composés phénoliques. Ces composés peuvent étre facilement isolés
a partir du tissu végétal par une méthode d'extraction, mais cette procédure est déterminée de
nombreux éléments, tels que la composition chimique des composés, la taille des particules de
'échantillon, le temps d'extraction et la méthode d'extraction utilisée. De plus, chaque
matériau végétal posséde certaines caractéristiques particuliéres ont un impact sur l'extraction

de ses composés [03].

Cette étude vise a développer et d'améliorer une approche pour extraire les composés
bioactifs des graines de tomate en utilisant une technique d'extraction solide-liquide suivie
d'une méthode d'extraction par salting-out. Ce processus d'extraction implique 1'ajout d'un sel
organique ou inorganique dans une solution aqueuse, ce qui induit un phénomene de
précipitation (effet salting-out). Cette précipitation entraine une diminution soudaine des
interactions entre les molécules d'eau et 1'analyte, accélérant ainsi le processus d'extraction,
qui nous permet d'évaluer lI'impact de divers facteurs (volume de solvant, quantité¢ de sulfate
d'ammonium, le volume de HCI, température et temps) individuellement ou simultanément
sur l'extraction des composés phénoliques totaux présente dans les graines de tomate et sur

leur potentielle antioxydante.




Introduction

Ce travail se divise en deux grandes parties :

La premiére partie est constituée d'une synthése bibliographique comprenant deux chapitres

distincts :

v" Dans le premier chapitre, nous avons abordé la généralité sur les tomates.

v" Le chapitre 2 : Les techniques d'extraction des composés bioactifs.

La deuxiéme partie est soumise a une étude expérimentale, qui implique : la présentation de
notre matériel végétal, la détermination de la matiére séche, optimisation des paramétres
d'extraction, le dosage des polyphénols totaux et flavonoides, ainsi que l'activité antioxydante.

Enfin, nous concluons a partir des résultats obtenus lors de notre étude.

>
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Chapitre 1:

Generalites sur la tomate



Chapitre 1 Généralités sur la tomate

1 Historique

La tomate est I'un des légumes les plus essentiels a I'échelle mondiale [01]. La tomate
(Solanum Lycopersicum) est une espece de plante de la famille des Solanacées et il en existe
3000 variétés. Le mot « tomate » est d’origine espagnol et signifie fruit gonflé. Les tomates

peuvent étre cultivées aussi bien en intérieur qu’en extérieur.

Les tomates sont originaires des régions du Pérou et de 'Equateur en Amérique du Sud,
mais elles ont été domestiquées pour la premicre fois au Mexique. Les tomates cultivées sont
introduites en Europe par les Espagnols en 1523, en Italie en 1544 et en Angleterre en 1597,

puis en Amérique du Nord a la fin du XVIlle siecle [02].

La tomate peut étre cultivée dans des zones allant de trés séches a trés humides,
du littoral a la montagne, et a des altitudes atteignant environ 3 300 metres. Cette

diversité environnementale a conduit a une grande variété de types de tomates [02].

2 Généralités sur la tomate

La tomate est un fruit de nature botanique, est couramment utilisée comme un légume. Elle
se compose de trois parties principales : la peau, le gel et les graines. Elle possede un systéme
racinaire profond, une tige solide, des feuilles ovales a poils glandulaires et des fleurs

bisexuées.

Le fruit est charnu, allant du vert au rouge a maturité, et contient de nombreuses graines
velues. Ces graines contiennent une grande quantité de matiéres grasses, similaire a celle que

l'on trouve dans les graines de soja ou de tournesol [03].

Région d'attachement vasculaire

Epicarpe
Péricarpe X
exlerie Mésocarpe
Endocarpe Placenta

Graine

Tissu loculaire

Péricarpe interne
ou Gel

ou Columelle

Figure 01 : Coupe transversale d’une tomate [03].




Chapitre 1 Généralités sur la tomate

La classification de la tomate est présentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 01: Classification de la plante de tomate [04]

Classement Nom scientifique Nom courante
Régne Vegetal( plantea) Plantes

Sous — Régne Tracheophyta Plantes vasculaires
Super division Spermatophyta Plantes a grains
Embranchment Angiosperms Plantes a fleurs
Classe Magnoliopsida Dicotilydones
Sous classe Asteridae Astéridées
Ordre Solanales

Famille Solanaceae Solanacees
Genre Solanum

Espéce Solanum Lycopersicum Tomate

La maturité et la qualité¢ des fruits de tomate sont évaluées en fonction de leur couleur,
qui change graduellement du vert au rouge pendant leur maturation, en raison de la
dégradation de la chlorophylle et de la formation de pigments jaunes et rouges [06]. Selon les
données du tableau 2, les tomates sont principalement constituées d'eau, avec des
concentrations faibles en protéines et en lipides, mais une forte concentration en glucides [07].
Elles renferment également de nombreux nutriments tels que des vitamines, des minéraux et

des antioxydants [08].

La tomate a besoin de température élevée et des conditions particulieéres afin de favoriser
sa croissance optimale, avec une différence entre les tomates comestibles et industrielles en ce

qui concerne les techniques de culture et de récolte [09].

)



Chapitre 1

Geéneéralites sur la tomate

Tableau 02 : Compositions nutritionnelle de la tomate [07].

Paramétre (100g) Composition
Calories (Kcal) 16-23
Humidité (g) 93-95
Protéines (g) 0,98-1,20
Maticres grasses (g) 0,14-0,26
Glucides (g) 2,95-5,10
Potassium (mg) 204-258
Sodium (mg) 13-42
Calcium (mg) 5-13
Magnésium (mg) 8-12

Fer (mg) 0,47-0,51
Vitamine A (ug équivalents rétinol) 90
Vitamine C (mg) 9-23,4
Vitamine E (mg d'équivalents tocophérols) 0,38
Vitamine B9 (ug) 9-30
Autres vitamines B (mg) 0,5-1

La tomate est un légume trés populaire dans le monde entier, avec 1'Asie et I'Afrique

comme principales régions productrices. La chine occupe la premieére place mondiale en

termes de production, suivie par les Etats-Unis, 1'Inde et la Turquie [10].
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Figure 02 : La part moyenne des continents pour la production de tomates (A) et le résumé de
la tendance de la production mondiale de tomates représentée par les 15 principaux

producteurs mondiaux (B) [10].

En raison de l'augmentation de la production de tomate ces derni¢res années, les produits
transformés tels que les conserves de tomate, les tomates séchées et les aliments a base de

tomates connaissent une popularité croissante [11].

3 Sous produits de la transformation de la tomate
La tomate est constituée d’environ 4 % de sous-produits tels que la peau et les graines. En
présence des déchets non utilisés, leur élimination sera un véritable défi, cela provoquera une

pollution environnementale plus importante. Ces composants indispensables de la
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transformation de la tomate constituent une source trés nutritive, contenant des nutriments tels
que les caroténoides, les fibres, les sucres et les protéines. Les concentrations d'huile sont

assez ¢levées, s’étendant de 18 a 27 % du total [12].

4 Principaux composés bioactifs de la tomate

Les tomates contiennent différentes substances antioxydants comme les caroténoides,
l'acide ascorbique et des composés phénoliques tels que les flavonoides. Surtout, la peau et les
graines des tomates contiennent une concentration plus élevée des composés phénoliques, ce
qui leur donne un pouvoir antioxydant plus élevé que celui de la pulpe. En outre, la peau de la

tomate offre une quantité significative des fibres alimentaires [13].

Tableau 03 : Les principaux antioxydants et leurs activités dans les parties de la peau, de la

pulpe et des graines de la tomate [14].

Fraction | Les composés | Les Lycopéne | Acide Activité antioxydant

phénoliques flavonoides | (mg/100g) | ascorbique | (EAG/100g)

(mg GAE/ 100g) (mg/100g) (mg/100g)

Hydrophile | Lipophile Hydrophile | Lipophile
Peau 29,1 5,6 20,4 8,7 16,9 212,6 18,5
Pulpe 12,7 23 8,2 2,8 8,9 81,8 7,0
Graine | 22,00 3,5 12,3 1,6 8,4 114,0 9,0

4.1 Caroténoides

Les caroténoides, considérés comme des pigments naturels de type tétraterpéniques (C40)
essentiels pour protéger les plantes contre la photooxydation. Ils fonctionnent comme de
puissants antioxydants, neutralisant l'oxygeéne singulet et les radicaux peroxyles, et

contribuent au couleur rouge, orange et jaune des feuilles, des fruits et des fleurs [15].

Les tomates renferment deux catégories de caroténoides : Les caroténes sont des molécules
non oxygéneées telles que le lycopene, le B-caroténe et 'a-caroténe. Les xanthophylles sont des

molécules oxygénées telles que la lutéine, la z€éaxanthine et la néoxanthine [16].
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4.2 Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui se trouvent dans les
plantes et se distinguent par leurs cycles aromatiques et leurs groupes hydroxyles, qu'ils soient
libres ou liés aux glucides [17]. Ils sont courants dans les plantes supérieures [18] et se
trouvent dans les racines, tiges, fleurs, graines et feuilles de toutes les plantes [19]. La plupart
de ces composés sont solubles dans l'eau et se présentent généralement sous forme de
glycosides dans les vacuoles des cellules végétales [20]. D'autres, liposolubles, se situent dans
le cytoplasme ou a la surface des plantes, en particuliére dans les cires et les exsudats de

bourgeons [20].

OH

Figure 03 : structure de noyau phénol [17].

De maniére nutritionnelle, ces substances sont a la base des composés actifs des plantes
médicinales. Il est crucial que les molécules traces soient présentes chez 'homme, car elles
ont un impacte direct sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes ainsi que sur la santé

des consommateurs (effet antioxydant, protection contre certains cancers, etc.) [21].

4.2.1 Classification
Les polyphénols peuvent étre divisés en deux catégories principales : les composés non

flavonoides et les flavonoides [22].

4.2.1.1 Les non flavonoides
On retrouve dans cette catégorie les acides phénoliques, les hydroxyles de stilbéne, les

coumarines, les lignanes, les lignines et les xanthanes.
» Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont classés en deux catégories : les acides benzoiques et les acides

)
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cinnamiques. Les acides hydroxybenzoiques sont des substances structurellement complexes,
comme les tanins hydrolysables présents dans les mangues et les fruits rouges tels que les
fraises, les framboises et les mires [23]. Les principaux composants sont les acides p-

coumariques, caféiques, férulique et sinapiques [24].

Ces acides sont rarement présents a I'état libre, sauf dans les aliments transformés par la

congglation, la stérilisation ou la fermentation.
» Stilbéne hydroxylés

Les stilbéne sont peu présents dans l'alimentation humaine. Un de ces composés, le

resveratrol, a ¢été identifi¢ lors du dépistage de plantes médicinales pour ses effets

anticancéreux.
R4
R,
G N Rz
R,
R'3
R3

Rl == R3 - R'z - OH, Rz - R'1= R'3 =H Resvératrol
Ri=R3;=O0OCH;, R, =R'",=R'3 = H, R'>s = OH ptérostilbéne
R, =glucose, R, = R"},=R'; = H, R; = R'>s = OH picéide

Figure 04 : Exemples des structures chimiques des stilbéne [25].
» Les comarines

Le mécanisme de lactonisation de l'acide orthocoumarique conduit a la formation des
coumarines. Apres hydroxylation du noyau aromatique, ces composés sont divers composés
phénoliques, typiquement substitués par un groupe hydroxyle en position carbone 7 [26].
Structuralement, ils sont dérivés de la benzo-2-pyrone de base. Plus de 1000 composés
coumariniques on en a découvert jusqu'a présent, dont plus de 800 proviennent des plantes et

des micro-organismes.

La présence des coumarines permet de préserver les lipides membranaires de la

peroxydation et de capturer les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles [27].
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R,; = OCH; Scopolétol

Figure 05 : Exemples des structures chimiques des coumarines [27].
> Les lignines et les lignanes

Il existe une grande variété de composés naturels dans le régne végétal, parmi lesquels les
lignanes sont significatifs. Les dimeres de phénylpropénes ramifiés sont appelés lignanes.
Trois alcools sont impliqués dans leur dimérisation: I’alcool p-coumarique, I'alcool
coniférique et l'alcool sinapique [28]. Le sécoisolaricirésinol et le matairésinol sont les

lignanes végétaux les plus importants.
» Les xanthanes

Font partie d'une catégorie de polyphénols que I'on trouve couramment dans les plantes
supérieures et les microorganismes. Leur structure de base est caractérisée par un cycle

aromatique (C6-C1-C6) [29].

4.2.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés a structure phénolique de type benzopyrane, présents
uniquement dans les plantes sous forme de glycosides. Les caractéristiques chimiques de ces
substances sont influencées par leur composition, leur taux dhydroxylation, de
polymérisation, de substitution et de glycosylation [31].Toutes ces molécules ont une
structure chimique fondamentale qui consiste en un squelette carboné composé de quinze

atomes de carbone (A) avec deux cycles aromatiques (B) reliés par une chaine C3 pour former

un hétérocycle (C) [32].

&
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Figure 06 : Squelette de base des flavonoides [32].

> Les flavones

Les structures C6-C3-C6 se distinguent par leur liaison insaturée C2-C3 et leur fonction

cétone, telle que 1'épigénine et la vitexine (figure 07).
> Les flavanes

Ce sont des composés saturés qui ne possedent pas de fonction cétone dans I'hétérocycle
central C. On trouve des flavanes dans les écorces des plantes [33]. Ces substances sont

appelées monomeéres ou polymeéres, comme la catéchine (Figure 07).
> Les flavanones

Les composés saturés tels que 1'hespertine et la fustine présentent un hétérocycle central

saturé C (Figure 07).
» Les flavonols

Selon la Figure 07, les flavones kaempférol, quercétine et rutine ont un groupement

hydroxyle (OH) situ¢ en position 3 de 1'hétérocycle central C.

&
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Figure 07 : Structure de quelques flavonoides [33].

4.2.2 Propriétés chimiques majeures des polyphénols

Les polyphénols se caractérisent principalement par leurs groupes hydroxyles phénoliques,
qui distinguent par leur capacité a libérer facilement des protons acides, ce qui favorise la
formation d'anions phenoxyde stabilisés par résonance (Figure 08). Ces anions peuvent perdre
un ¢lectron pour se transformer en radical. [34], tandis que la récupération de I'¢lectron peut
étre réalisée par un radical libre. La stabilité¢ résultante du radical phenoxyde, grice a sa
délocalisation, lui confére une réactivité réduite [35], favorisant sa réaction avec d'autres

radicaux libre [36].

Figure 08 : La structure chimique de l'ion phenoxyde[35].
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Les phénols végétaux sont fréquemment modifiés par des méthylations, des conjugaisons
avec des esters et des glycosides, ainsi que par des acylations. Dans leur forme naturelle,les
polyphénols sont généralement présents sous forme glycosylée [34]. On peut donc expliquer
la biodisponibilité relative de certains polyphénols par leur présence naturelle sous forme
glycosidique dans les aliments. En effet, des études ont montré que la glycosylation, la

conjugaison et la polymérisation tendent & diminuer leur métabolisme intestinal [24].
4.2.3 Intéréts des composés phénoliques

4.2.3.1 Role nutritionnel et thérapeutique

Les composés phénoliques présents dans les graines de tomate offrent de nombreuse
d'avantages potentiels pour la sant¢ humaine, y compris leur capacité antioxydante, anti-
inflammatoire, et leur potentiel a soutenir la santé cardiovasculaire et a réduire le risque de
certaines maladies chroniques telles que le cancer et les maladies neurodégénératives, ce qui

en fait un ajout bénéfique a une alimentation équilibrée [37].

Les polyphénols, présents en grande quantit¢ dans la nature, sont essentiels pour
l'alimentation animale. Par exemple, l'individu ingére jusqu'a 10 g de ces substances

quotidiennement, dont ces derniers vont une contribution nutritionnelle et thérapeutique.

L'industrie pharmaceutique intégre les polyphénols afin d'optimiser la valeur nutritionnelle
et l'aspect sanitaire des produits alimentaires, certains d'entre eux possédant des propriétés
vitaminiques. De plus, ils contribuent a l'amélioration de la digestion. Les déceés dus a
l'infarctus du myocarde ou a l'athérosclérose coronarienne sont associés a des concentrations
¢élevées de cholestérol LDL (lipoprotéines a faible densité) dans le sang. Selon des recherches,
une consommation ¢élevée d'antioxydants phénoliques (vitamine E, quercétine...) est liée a une
réduction significative des déces liés a l'athérosclérose, en diminuant I'oxydation des LDL

[38].

4.2.3.2 Role physiologique

La présence du métabolisme phénolique dans la formation des organes végétaux incite a
examiner l'importance de ces substances. Selon des études précédentes, il a ét¢ démontré que
les phénols jouent un réle dans plusieurs processus physiologiques, notamment la croissance
cellulaire, la différenciation, I'organogenése, la dormance des bourgeons, la floraison et la

tubérisation [39].
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Les fleurs doivent leurs couleurs aux pigments qui attirent les pollinisateurs. Ces pigments
sont principalement constitués d'anthocyanes, d'aurones et de chalcones. Les anthocyanes, en
interaction avec d'autres polyphénols incolores tels que les flavonols et les flavanones, ainsi
que les anthocyanes peut avoir un impact sur la couleur des fleurs et des fruits par

interpénétration [40].

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont également trés intéressants
pour les animaux. Par exemple, la propolis des abeilles contient des substances comme la
chrysine, la quercétine et la galantine. L’abeille fabrique cette propolis a partir des sécrétions
des bourgeons de différents arbres (bouleau, aulne, épicéa, sapin, saule, orme) et la modifient
a l'aide de leurs enzymes salivaires. Les abeilles utilisent la propolis pour désinfecter leur
ruche et boucher les fissures en raison des propriétés antifongiques et antibactériennes de ses

polyphénols [41].

4.2.4 Facteurs influencant la teneur en composés phénoliques

Plusieurs ¢léments ont un impact sur la quantité¢ de composant phénolique présent dans les
tomates. La composition chimique des tomates est principalement influencée par des facteurs
génétiques, environnementaux tels que la lumiére, la température, la composition de l'air, la
nutrition minérale et le milieu de croissance, ainsi que par des pratiques culturales comme le

stade de maturation a la récolte, le systéme de formation et le systéeme d'irrigation [07].
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1 Définition de I’extraction

L'extraction est un processus par lequel des substances naturelles sont obtenues a partir des
composés chimiques qui les en contiennent en se basant sur la séparation sélective d'un ou
plusieurs composés d'un mélange [42]. Autrement dit, I'extraction implique le transfert de

composés d'une phase a une autre [43], soit :

- De la phase liquide a une autre phase liquide ;

- De la phase solide a la phase liquide.

2 Intérét de ’extraction
L'extraction joue un role essentiel dans la préparation des échantillons. C'est un processus
de séparation ou l'analyte d’intérét (dans ce cas, un composé phénolique) est réparti entre

deux phases non miscibles pour obtenir un coefficient de distribution adéquat [44].

Les extractions sont réalisées de maniére séquentielle en utilisant un solvant organique,
tout en suivant des conditions analytiques prédéfinies pour la température et le pH sont ajustés
pour extraire les composés phénoliques présents dans les €chantillons de fruits et légumes

[44].

Les échantillons sont essentiellement préparés pour éliminer ou réduire les interférences

potentielles de la matrice [44].

3 Méthodes d’extraction des composés bioactifs

Les différentes techniques d'extraction utilisées pour identifier les composés phénoliques
présents dans les maticres végétales, sont principalement divisées en méthodes

conventionnelles et non conventionnelles.
3.1 Méthodes conventionnelles

3.1.1 Extraction solide-liquide
Les méthodes d'extraction solide-liquide constituent le fondement de nombreuses
méthodes analytiques utilisées pour préparer les échantillons et sont citées dans les méthodes

d'analyse officielles [45].

&
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Le mécanisme de I'extraction solide-liquide est simple : si une matrice solide contenant des
composés extractibles est immergée dans un liquide, ce dernier commence a s'enrichir de
certaines substances chimiquement liées qui se déplacent de l'intérieur vers la surface du
solide, puis de la surface vers la phase liquide [45].

L’extraction solide-liquide est répartie en plusieurs méthodes tels que : la macération,

I’hydrodistillation, 1’extraction par soxhlet, ect [45].

3.1.1.1 Macération

La macération est la technique la plus couramment employée et la plus courante. Son
principe est basé sur le processus de diffusion moléculaire. Pour obtenir des extraits de
plantes, les matieres végétales (qu'elles soient poudreuses ou grossieres) sont immergées dans
un solvant pendant deux a trois jours a température ambiante, tout en remuant régulierement
[46].Ainsi ; Afin d’éviter que le solvant se volatilise a la pression ambiante, on utilise un
extracteur qui a pour objectif la libération des phytoconstituants solubles en affaiblissant et en
brisant les parois cellulaires de la plante. Le mélange est pressé aprés un certain temps par

filtration ou décantation [46].
Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients:

¢ Avantages

- un procédé simple qui utilise du matériel simple ;

- une méthode trés économique ;

- le contact idéal avec le solvant ne requiert qu'un contact prolongé [46].
« Inconvénients

- les substances pharmaceutiques ne peuvent pas entiérement extraites.

- ce processus est trés laborieux nécessitant beaucoup de temps [46].

3.1.1.2 Hydrodistillation

C'est une technique classique et efficace couramment employée pour extraire les

composants actifs et les huiles essentielles a partir d'échantillons de plantes [47].

De plus, I'hydrodistillation est une méthode qui ne nécessite pas l'utilisation de solvants

organiques et qui peut étre employée pour les composés thermolabiles [47].

L'hydro distillation se divise en quatre catégories principales :
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- Distillation par entrainement a l'eau ;
- Distillation combinée eau-vapeur ;
- Distillation directe a la vapeur ;

- Distillation avec recyclage.

Les différentes modifications dépendent du point d'ébullition de 1'huile essentielle et du

type de plante médicinale ou aromatique employée [47].
Cette méthode comporte divers avantages et inconvénients :

< Avantage

- Elle améliore la productivité de I'huile ;

- Elle préserve mieux les éléments volatils de l'huile, ce qui réduit les risques
d'hydrolyse et de polymérisation ;

- Ladistillation a la vapeur et a I'eau permet d'obtenir une huile plus durable ;

- cette méthode est a la fois économique et respectueuse de I'environnement car on n’a
pas besoin 1’utilisation de solvant organique [46].

¢ Inconvénients

- il est impossible d'obtenir une extraction compléte ;

- certaines huiles essentielles peuvent se dissoudre sous l'influence prolongée de 1'eau

chaude [46].

3.1.1.3 Extraction par Soxhlet
Le procédé d'extraction par Soxhlet, utilisé¢ depuis longtemps, est une méthode classique et

constitue la principale source d'évaluation des performances d'autres techniques d'extraction

solide-liquide [48].

Dans I’approche classique de Soxhlet, 1'échantillon est introduit dans une cartouche de
cellulose appelé « dé a coudre » qui est progressivement rempli de solvants d'extraction frais

et condensé provenant d'un ballon a distiller [48].

Une fois que le liquide est débordé, un siphon est utilisé pour aspirer le liquide de
I'échantillon. En faisant circuler les solutés extraits dans le liquide en vrac. La procédure est

continuée jusqu'a ce que l'extraction soit terminée [48].

% Avantages

- il est possible d'utiliser le solvant de fagon récurrente ;

=
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Il est possible de collecter des quantités considérables de matériel végétal en méme
temps ;

apres l'extraction, cette méthode ne requiert pas de filtration ;

c'est une procédure extrémement simple ;

la répétition de l'interaction d'un nouveau solvant avec la matrice solide permet de
modifier I'équilibre de transmission [46].

Inconvénients

en chauffant les échantillons a une température élevée pendant un certain temps, il
existe un risque que certains composés soient détruits par la chaleur ;

I’extraction est laborieuse ;

uniquement quelques parametres peuvent étre variés manipuler que quelques

variables. [46]

3.1.2 Extraction liquide-liquide

Cette méthode d’extraction est connue aussi sous le nom d'extraction par solvant, il est basé

sur l'emploi de deux phases liquides non miscibles : une phase aqueuse et une phase

organique. La capacité d'extraction dépend de la solubilité¢ des composés a extraire dans la

phase organique [49].

Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients :

K/
£ %4

Avantages

le cout : ces méthodes ne nécessitent pas d'investissements importants en matériel ou
en réactifs ;

Concentration des échantillons : les solvants organiques permettent de concentrer les
échantillons par évaporation ;

la sélectivité et ’efficacité [S0].

Inconvénients

la consommation d'importants de volumes de solvants ;

les molécules treés polaires présentent des difficultés a extraire en raison des
caractéristiques chimiques des solvants organiques (apolaire et aprotiques) ;

il s'agit d’une méthode laborieuse et peu automatisables ;

probléme de formation d’émulsions [S0].
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4 Meéthodes non conventionnelles

4.1 Extraction par micro-ondes

Cette technique est basée sur [’'utilisation des micro-ondes qui sont des ondes non
ionisantes ¢électromagnétiques et qui se trouvent entre les radiofréquences (a la fréquence la
plus basse) et les infrarouges (a la fréquence la plus élevée). Les micro-ondes domestiques et
l'extraction assistée par micro-ondes sont généralement utilisées a une fréquence de 2 450

MHz [51].

I existe deux principaux types d'appareils utilisés dans l'extraction assistée par micro-ondes

[51] :

- les fours a micro-ondes multimodes qui utilisent des récipients d'extraction fermés et
ou l'extraction se fait a une température et a une pression régulée ;
- on utilise la cavit¢ monomode pour les fours a micro-ondes focalisés, car elle produit

une fréquence qui ne produit qu'un seul mode de résonance.

La technique de chauffage & micro-ondes exploite 1'impact direct des micro-ondes sur les

molécules du solide.

Deux mécanismes sont impliqués dans la transformation de 1'énergie électromagnétique en
énergie calorifique : le transfert d'énergie dans le milieu par rotation dipolaire et le transfert
ionique. Plus souvent, ces deux processus se produisent en méme temps, ce qui permet en

effet de convertir 1'énergie des micro-ondes en énergie thermique [52].

Le processus de conduction ionique résulte de la migration électrophorétique des ions
lorsqu'un champ électromagnétique est appliqué. Les facteurs qui impactent la conduction

ionique sont la résistance de la solution a ce flux d'ions et les collisions entre les molécules.

De plus, le mouvement des ions dissous facilite la pénétration du solvant dans la matrice,

favorisant ainsi la solubilisation des composés ciblés [52].

La rotation dipolaire est associée a l'oscillation alternatif des molécules polaires qui
présentent des moments dipolaires (soit permanents, soit induits par le champ électrique).
Quand le champ est réduit, le déséquilibre thermique est restauré, ce qui entraine la libération

d'énergie thermique.

Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients :
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%+ Avantages

Cette méthode est facile a utiliser, rapide, nécessite moins de solvant et moins d'énergie et

empéche la dégradation des composés thermolabiles [53].

% Inconvenients
- le prix élevé de I'équipement en comparaison avec d'autres techniques
d'extraction.

- la diffusion des CPT est accélérée en utilisant des températures €levées [54].
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Figure 9 : Extraction par micro-ondes [55].

4.2 Extraction par CO, supercritique

L'extraction par CO2 supercritique utilise des fluides dont la pression et la température
sont supérieures au point critique. En raison de sa densité¢ relativement ¢élevée, le fluide
supercritique possede un pouvoir de solvatation élevé. En modifiant la quantité de solvant et

sa sélectivité, ainsi que la solubilité des composés [56].

L'extraction implique de mettre I'échantillon dans un extracteur. Par la suite, le CO, est
réduit a l'aide d'un bain de refroidissement et remplacé par une pompe a liquide. Apres avoir
¢té chauffé a la température désirée dans un bain chauffant et dirigé vers la cuve de
l'extracteur, le CO; atteint son point supercritique. Il est possible d'utiliser un Co-solvant dans

l'extracteur en utilisant une pompe a liquide [56].
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Figure 10 : Extraction par CO, supercritique [55].
Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients :
% Avantages

Il s’agit d’une méthode simple a automatiser, permettant de réduire a la fois le temps
d'extraction et la quantité¢ de solvant, tout en améliorant le rendement et la sélectivité¢ de

l'extraction. De plus, elle est bien adaptée pour extraire des composés thermolabiles [58].

« Inconvenient:
- Le prix de I'équipement est €levé ;
- en limitant l'extraction de plusieurs composés cibles dans les mémes conditions ;

- il est possible d'extraire un échantillon relativement restreint [58].

4.3 Extraction par ultrasons

L’extraction par ultrasons (EAU) consiste a utiliser des ondes sonores de haute intensité et
fréquence. Cette technique pourrait étre bénéfique et économique car elle ne nécessite pas
d’appareillage complexe et elle peut étre adaptée a des utilisations a petite et a grande échelle.
Son principe est basé sur les ultrasons qui provoquent la vibration et l'accélération des
particules solides et liquides, ce qui permet aux solutés d’intérét de se déplacer rapidement de

la phase solide vers le solvant [57].

De plus, lorsque l'intensité des ultrasons augmente dans un liquide, il atteint un niveau ou

les forces intramoléculaires ne peuvent plus maintenir la structure moléculaire intacte, ce qui
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entraine sa décomposition et la formation de bulles, ce qui est connu sous le nom de cavitation

[57].
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Figure 11 : Extraction par les ultrasons [55].

Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients :

% Avantages

- Extraction plus rapide ;

- Utilisation efficace des petites quantités de matériaux ;
- Réduction de la quantité de solvant utilisée [57].

% Inconvénients

- Risque de dégradation des compos¢s sensibles ;

- Cotts ¢levés liée a I'équipement ;

- la consommation énergétique [S7].

4.4 Extraction liquide sous pression

L’extraction liquide sous pression (ELP) est une technique qui offre la possibilité d'utiliser
une faible quantité de solvants tout en maintenant des températures et des pressions €levées.
Cela permet une extraction rapide et efficace en améliorant la diffusion, tout en réduisant la

viscosité et la tension superficielle du solvant d'extraction [58].

Le systéme d'instrumentation de I’extraction liquide sous pression (ELP) est principalement
constitué d'un réservoir de solvant relié¢ a une pompe a haute pression qui introduit le solvant

dans les cellules d'extraction [58].
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Dans les cellules d'extraction, I'échantillon, souvent combiné avec des dispersants et/ou des
sorbants de nettoyage, il est exposé statiquement au solvant (volume fixe) ou dynamique (flux

continu).

Cette approche permet de maintenir la matiére premicre dans la cellule d'extraction, qui est
équipée de filtres dans sa partie finale, afin d'éviter de filtrer 1'extrait une fois le processus

terminé.
Cette méthode présente plusieurs avantages et inconvénients :

%+ Avantages

- La température d'extraction peut augmenter afin de favoriser la solubilit¢ des
composés cibles ;

- Une augmentation du transfert de masse peut réduire la viscosité, la tension
superficielle, le volume de solvant et le temps nécessaire a I'extraction;

- Meilleur rendement d'extraction [58].

¢ Inconvénients

- l'instrumentation et I'énergie sont des cofits élevés, ce qui rend la mise en ceuvre a
'échelle industrielle difficile ;

- Il est essentiel de prendre en compte la stabilité thermique des composés cibles pour
choisir les parametres optimaux;

- Le conditionnement des cellules nécessite un certain temps;

- Le manque de moyens commerciaux miniaturisés empéche la mise en place d'un trait

d'union [58].

4.5 Extraction assisté par enzyme

L'extraction assistée par enzyme (EAE) repose sur la rupture des liaisons hydrophiles et
hydrophobes entre les composés phénoliques et la paroi cellulaire par 1’ajout d'enzymes. Les
tissus végétaux contiennent certains composés phytochimique, qu'ils soient distribués de
maniere homogene dans le cytoplasme ou qu'ils soient retenus sous forme de polysaccharides

et de lignines par des liaisons hydrogenes [59].

Ainsi, ces composés ne peuvent pas étre extraits a l'aide des méthodes classiques. Il est
reconnu que ’extraction assistée par enzyme (EAE) est un mécanisme efficace qui permet de
dissoudre les parois cellulaires et les membranes des matériaux végétaux, ce qui favorise une

libération et une extraction plus efficaces des composés actifs [S9].
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Cette méthode présente des avantages et inconvénients :

% Avantages

- extraction rapide ;

- le rendement est optimal ;

- il n'y a pas besoin de solvants et la consommation d'énergie est faible par rapport aux
méthodes non enzymatiques ;

- les composés bioactifs présents dans le cytoplasme de la cellule sont maintenus intacts
et se trouvent fréquemment dans les polysaccharides et les lignages [59].

« Inconvénients

- L'utilisation d'enzymes pour traiter des grandes quantités de matiéres premicres
entraine une augmentation des dépenses ;

- les enzymes disponibles ne sont pas en mesure de détruire enticrement la paroi
cellulaire, ce qui restreint 1'extraction par solvant ; [S9]

- les conditions du laboratoire sont complexes a mettre en ceuvre a lI'échelle industrielle.

4.6 Extraction par champ électrique pulsé
L’extraction par champ électrique pulsé (PEF) est une méthode d'extraction rapide et

avancée pour I’extraction les composés intracellulaires des matrices végétales [60].

Le principe fondamental de I'extraction assistée par champ électrique pulsé (PEF) repose
sur 1'électroporation causée par la rupture di¢lectrique de la membrane cellulaire. En présence
d'un champ électrique externe, le potentiel transmembranaire augmente en raison de

I'accumulation de charges libres de polarités opposées a travers la membrane [61].

La perméabilisation peut étre réversible ou irréversible selon l'intensité du champ, la durée
de I’'impulsion et le nombre des pores transmembranaires. Lorsque les pores sont plus petits

que la surface totale de la membrane, la rupture est réversible.

Cependant, la détérioration réversible devient irréversible lorsque la taille et le nombre de
pores augmentent en raison d'une durée d'exposition plus longue au-dessus des champs

critiques [61].

Cette méthode de prétraitement par champ électrique pulsé est connue pour optimisé le
pressage, le séchage, le temps d'extraction et la diffusion, sans nécessiter une ¢€nergie

considérable et température élevée. C'est une approche innovante et écologique qui permet
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d'isoler les composés phytochimiques des différentes parties des plantes, y compris les
feuilles, les racines et les fruits [60].
Cette approche comporte divers avantages et inconvénients :

% Avantages

Faciliter la production d'échantillons ; diminuer le temps de collecte ; et réduire la dégradation

des composés thermolabiles [58].

< Inconvénients
L'instrumentation est cotiteuse;

- Aucune méthode normalisée n'est disponible pour les conditions de traitement [58].

S Méthodes de Microextraction
5.1 Microextraction liquide-liquide

5.1.1 Microextraction direct par simple goutte
Le processus de microextraction directe par simple goutte consiste & exposer une goutte de
phase organique (de 1 a 10 ul) de solvant d'extraction, placée a la pointe d'une micro-seringue

[62].
Cette méthode d’extraction présente divers avantages et inconvénients :

< Avantages

- Microextraction direct par simple goutte est une méthode facile, abordable et rapide.

- utilisation des quantités minimales de solvants pour préparer des échantillons, qui
repose sur une réduction significative du rapport entre la phase de I'extracteur et le
volume de 1'échantillon [62].

« Inconvénients

- la goutte peut étre instable a des vitesses d'agitation ou a des températures élevées,
surtout lorsque les échantillons ne sont pas parfaitement propres.

- en raison de leur taux élevé de dissolution ou d'évaporation, les solvants dont la
solubilité dans 1'eau est ¢levée et dont le point d'ébullition est bas ne sont pas adaptés
au direct-sdme.

- la présence d'importantes especes non polaires qui peuvent entrainer une saturation de

la phase organique [62].
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5.1.2 Extraction dispersive liquide-liquide
L’extraction dispersive liquide-liquide (DLLME) est une technique fréquemment utilisée
pour extraire divers composés, y compris les composés phénoliques, a partir de différent

échantillons [63].
Le processus d'extraction se divise en deux étapes :

- un mélange de solvants d'extraction et de dispersion est injecté¢ rapidement dans un
¢chantillon liquide. La formation d'une dispersion permet une extraction rapide des
analytes de I'échantillon [63] ;

- Ensuite, on ¢limine la dispersion en centrifugeant et on récupérant le solvant

d'extraction contenant les analytes a 1'aide d'une seringue.

L’extraction dispersive liquide-liquide est présente deux avantage majeurs : Le solvant
d'extraction ne nécessite pas une densité plus élevée que celle de l'eau, car I'extraction se
déroule dans un flux en mouvement et la séparation de la phase organique n'est pas effectuée
par centrifugation. Mais en ce qui concerne la rétention. Et le processus est complétement

automatis¢ [64].

Les problemes les plus importants pourraient étre : La séparation des phases, qui se fait
généralement en dehors de la ligne et qui est le processus le plus long, et dans le transfert de

la phase organique collectée dans I'appareil de mesure [64].

seringue

emulsifiant et
extractamt ) .
formation de

I"'émulsion centrifugation

___________ . e b L T ep——

échantllon agueux

tube conigue phase décantée

Figure 12: Principe de la microextraction liquide-liquide dispersive (DLLME) [65].
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6 Technique d’extraction par salting out

6.1 Principe

L'extraction par salting-out est une technique quiimplique l'incorporation d'un sel
organique ou inorganique dans une solution aqueuse (effet salting-out), ce qui entraine un
affaiblissement brutal des forces de solvatation entre les molécules d'eau et l'analyte, ce qui
augmente le coefficient de partage de I’analyte dans la solution organique pendant 1’extraction

[66].

On peut définir I'effet de salting-out comme un phénoméne ou la concentration en sel d'une
solution aqueuse augmente considérablement, tandis que la solubilité des solutés a extraire

diminue [67].

Afin d'évaluer l'impact potentiel du relargage d'un sel, il est essentiel de prendre en

considération trois facteurs essentiels [67] :

- il est important de minimiser la solubilité du sel dans le solvant miscible a I'eau ;
- il est essentiel que la solubilité¢ dans 1'eau soit élevée pour favoriser une interaction
optimale avec l'eau ;

- il est nécessaire que la précipitation des substances hydrophiles soit puissante.

6.2 Choix de sels pour I’extraction par salting-Out
Plusieurs sels organique et inorganique peuvent étre appliqués pour I’effet salting out,

parmi ces derniers on a [67] :

- Le chlorure de sodium est souvent utilisé pour le relargage.

- La présence du sulfate d'ammonium permet une précipitation efficace des composés
phénoliques.

- Le sel, en tant que phosphate de potassium, favorise une meilleure régulation du pH de
l'environnement.

- sulfate de magnésium : sel écologique moins cher pour le relargage.

6.3 Les parametres influencant I’extraction

v' La nature de solvant : Il est crucial de sélectionner un solvant d'extraction adéquat

pour le processus de microextraction. Un solvant organique adéquat doit satisfaire aux
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6.4

6.5

critéres suivants : le solvant organique peut étre dissous dans I'eau en raison de sa
solubilit¢ modérée dans l'eau.

Ensuite, une fois que le sel a ét¢ ajouté, la quantité d'isolation est proche de la quantité
ajoutée. Il est important d'avoir une solubilité et une sélectivité élevées pour faciliter
l'extraction des analytes [68].

Volume de solvant : Le volume de solvant d'extraction est déterminé par sa capacité a
se séparer de la phase aqueuse apres l'extraction, ainsi que par la reproductibilité et
l'efficacité de 1'extraction [69].

La concentration de sel : L'incorporation de sels dans I'eau a généralement pour effet
d'améliorer l'efficacité de l'extraction. Ce comportement est di a la diminution de la
quantité d'« eau libre » dans le milieu aqueux. Cela conduit a une augmentation de la
concentration en composés phénoliques [70].

pH : le pH de la solution est essentiel car il impacte la solubilité des analytes [71].
Température et le temps : La température et la durée d'extraction jouent un role
crucial dans l'efficacité du processus. L'effet de la température est relativement peu
utilisé, en raison de son accroissement, les taux de transfert de masse entre les
différentes phases sont améliorés. Le temps nécessaire pour atteindre 1'équilibre est

souvent long et peut étre réduite par une agitation intensive [72].
Les avantages de I’extraction par salting-out

La méthode d’extraction par salting-out présente plusieurs avantages [67] :
- une consommation tres faible de solvant ;
- la possibilité d'automatisation ;
- simplicité : le processus de relargage est relativement simple a mettre en ceuvre
- efficacité : cette méthode récupére bien les composés phénoliques ;

- faible colit : les réactifs utilisés sont généralement bon marché.

Limites et défis

Par ailleurs, cette méthode présente quelques inconvénients [66] qui sont :

sélectivité : le relargage peut coprécipiter d’autres composés indésirables ;
récupération : la récupération des composés précipités peut étre laborieuse ;
optimisation : les parameétres d’extraction doivent étre finement optimisés ;

purification : des étapes de purification supplémentaires soient requises.
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1 Matériel végétal

Dans un premier temps, une quantit¢ de tomate a été achetée, puis les graines ont été
récupérés, lavées puis séchées a l'air libre a 1’abri de soleil & une température ambiante.
Ensuite, I'échantillon a été placé dans une étuve a une température de 40°C et pesé chaque 30

minute jusqu'a le poids soit constant avec une humidité inférieure a 7%.

Une fois séché, les graines ont été écrasées a l'aide d'un broyeur électrique. La poudre a été
tamisée et gardée dans un flacon en verre fermé et conservé dans I’obscurité jusqu’au moment

de I’extraction.

(B) Broyage

(C) Tamisage (D) Poudre

Figure 13 : Procédure de préparation de la poudre de graines de tomate pour 1'extraction.

(Originale, 2024)

E
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2 Réactifs et appareillages

Les substances chimiques et les équipements utilisés dans le cadre de cette étude sont
présentés dans le tableau 4.

Tableau 04 : produits chimiques et appareils utilisés.

Produits Appareils
Ethanol Absolue 99%, méthanol 99%, acétone | Balance analytique (Pioneer Ohaus)
99,5%, ’eau distillée. Plaque agitatrice (Hotplate Stirrer, VELP
Sulfate d’ammonium, carbonate de sodium Scientifica)
Chlorure d’aluminium (AlCl3) 98% Broyeur  électrique  (High  Star Y46
acide gallique, quercétine AC220V/50HZ 350W)
Réactif de folin-ciocalteu Bain marie (Nuve Bath)
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Vortex (VELP SCIENTIFICA)
HCI pure, Tampon phosphate a pH 6,6 Centrifugeuse non réfrigérer (Sigma)
Ferricyanure de potassium (K3Fe (CN) Spectrophotométrie (Optima SP-3000 nano)
Chlorure ferrique (FeCls) Hote
Acide trichloracétique (TCA) Etuve (Venticell)
Acide ascorbique

3 Détermination de la matiére seche
Le taux d’humidité est correspond a la proportion d’eau qui présente dans un échantillon,
exprimée en pourcentage par rapport a la totale de I’échantillon. Et calculé a l'aide de la

formule suivante :

M —
M,

Le taux d’humidité =

M1 : masse en g de la poudre avant le séchage.
M2 : masse en g de la poudre apres le séchage.

On calcule le taux de matieére séche en se basant sur la teneur en eau, qui correspond a la
proportion de matiére qui ne contient pas d'eau dans un échantillon, en utilisant la formule

suivante :

M
Taux de matiére séche (%) = M—Z *100
1
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4 Etude préliminaire
L'extraction est une technique importante pour la découverte et I'analyse des composés
phénoliques. Il est crucial de sélectionner une méthode et des parametres d'extraction

adéquats afin de maximiser le rendement d'extraction, la pureté et 1'efficacité du processus.

Avant de commencer 1’optimisation, une €¢tude préliminaire a été réalisée pour sélectionner
les parametres a améliorer et déterminer les niveaux de ces parameétres en utilisant des
méthodes d'extraction solide liquide et liquide-liquide combinées avec la méthode de salting-
Out.

Cette étude est influencée par différents parameétres d'extraction comprenant le type de
solvant, le volume utilisé, la quantité¢ de sels, le volume de HCI, la température et le temps
d'extraction. Chaque paramétre est optimisé par la méthode pas a pas afin d’obtenir un

rendement d’extraction maximal des polyphénols totaux et des flavonoides.

La méthode pas a pas consiste a varier les niveaux d’un seul paramétre et de fixer les autres
arbitrairement, ensuite a chaque fois un parametre est optimisé, son niveau optimal est utilisé

pour I’optimisation de prochain parametre.

La premiere partie de ce travail a été consacrée a l'optimisation des conditions d'extraction

qui présentées dans le tableau 5.

Tableau 05 : Conditions d'extraction utilisées lors de la premicre étude.

Types de | Volume de | Quantité de | Volume de | Température | Temps
solvant solvant sels HCl ©O) d’extraction
Acétone 2ml 1,3g 85ul d’HC1 Température 90min
Méthanol 3ml 1,5¢ 170ul d’HC1 ambiante 180min
Ethanol 4ml 1,7g 340ul d’HCI 40°C 270min
Sml 1,9¢ 60°C 360min
80°C

4.1 Optimisation de solvant d’extraction

Dans cette premicre partie, trois solvants (éthanol, acétone et méthanol) ont été choisi.

Les extraits sont ainsi préparés :

v Dans le tube 01, on a mélangé 0,3 g de poudre avec 3 ml d’éthanol pur.

=
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v Dans le tube 02, on a mélangé 0,3 g de poudre avec 3 ml de méthanol pur.

v Dans le tube 03, on a mélangé 0,3 g de poudre avec 3 ml d’acétone pur.

Apres une incubation de 90 minutes, 3 ml d’eau distillée contenant 1,5 g de sulfate

d'ammonium sont ajouté dans chaque tube.
Puis, mélanger au vortex 5 minutes et une centrifugation 5 minutes a 4000 tours/min.

Ensuite, les surnageant obtenus ont été récupérer pour le dosage des polyphénols et de

flavonoides.

4.2 Optimisation de volume de solvants d’extraction

Quatre extractions ont été effectuées avec des volumes de solvant différents :

» Extraction 1 : consiste a mélanger 0,3g de poudre de la graine de tomate avec 2ml
d'éthanol pur.

» Extraction 2 : consiste a mélanger 0,3g d'échantillon avec 3ml d'éthanol pur.

» Extraction 3 : consiste a mélanger 0,3g d'échantillon avec 4ml d'éthanol pur.

» Extraction 4 : consiste a mélanger 0,3g d'échantillon avec S5ml d'éthanol pur.

Apres une incubation de 90 minutes, on ajoute dans chaque extraction 3ml d’eau distillée
contenant 1,5g de sulfate d’ammonium, suivi d’un vortex Smin et une centrifugation a 4000

tours/ min pendant Smin.

Ensuite les surnageant obtenus ont été récupérer pour évaluer les concentrations totales des

polyphénols et des flavonoides.

4.3 Optimisation de quantité de sel
Dans cette partie, quatre extractions ont été effectuées suivant différentes quantités de sulfate

d’ammonium (1,3 g; 1,5g;1,7get 1,9 g).

» Extraction 1 : consiste a mélangé 0,3 g de poudre de graine de la tomate avec 2 ml
d'éthanol pur. Aprés 90 minutes d'incubation, on ajoute 3 ml d'eau distillée avec 1,3 g
de sulfate d'ammonium. Par la suite, le mélange est mélangé au vortex pendant Smin
et centrifugé a 4 000 tours/min pendant Smin.

» Extraction 2 : consiste a mélangé 0,3g de poudre de graine de la tomate avec 2ml

d'éthanol pur. Apreés 90 minutes d'incubation, on ajoute 3 ml d'eau distillée avec 1,5 g

&
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de sulfate d'ammonium. Par la suite, le mélange est mélangé au vortex pendant Smin
et centrifugé a 4 000 tours/min pendant Smin.

» Extraction 3 : consiste a mélangé une quantité de 0,3g de poudre de graine de tomate
avec 2ml d'éthanol pur. Aprés 90 minutes d'incubation, on ajoute 3 ml d'eau distillée
avec 1,7 g de sulfate d'ammonium. Par la suite, le mélange est mélangé au vortex
pendant Smin et centrifugé a 4000 tours/min pendant Smin.

» Extraction 4 : consiste a mélangé 0,3 g de poudre de graine de tomate avec 2 ml
d'éthanol pur. Aprés 90 minutes d'incubation, on ajoute 3 ml d'eau distillée avec 1,9 g
de sulfate d'ammonium. Par la suite, le mélange est mélangé au vortex pendant Smin

et centrifugé a 4000 tours/min pendant Smin.

Par la suite, les surnageant obtenus ont été¢ récupérer pour le dosage des polyphénols et de

flavonoides.
4.4 Optimisation de volume de HC1
Quatre extractions ont été réalisées en utilisant différents volumes de HCI.

» Extraction 1 : consiste a combiner 2 ml d'éthanol pur avec 0,3g de poudre de graine
de tomate. Apres une incubation pendant 90 minutes, on ajoute 3 ml d'eau distillée
contenant 1,7 g de sulfate d'ammonium. Ensuite on vortex le mélange 5 min et
centrifugation a 4 000 tours/min pendant 5 min.

» Extraction 2 : consiste a combiner 2 ml d'éthanol pur avec 85uL de HCI et 0,3g de
poudre de graine de la tomate. Aprés 90 minutes d'incubation, on ajoute 3 ml d'eau
distillée contenant 1,7 g de sulfate d'ammonium. Puis mélanger au vortex pendant 5
minutes et centrifuger a 4 000 tours par minute pendant 5 minutes.

» Extraction 03 : consiste a combiner 2 ml d’éthanol pur contenant 170uL de HCI avec
0,3g de poudre de la graine de tomate. Apres une incubation de 90 min, on ajoute 3 ml
de I’eau distillée contenant 1,7 g de sulfate d’ammonium. Puis mélanger au vortex
pendant Smin et centrifuger a 4 000 tours par minute pendant 5 minutes.

» Extraction 04 : consiste a combiner 2 ml d'éthanol pur contenant 340uL de HCI avec
0,3g de poudre de graine de tomate. Aprés une incubation pendant 90minutes, on
ajoute 3 ml d'eau distillée contenant 1,7 g de sulfate d'ammonium. Puis mélanger au

vortex pendant Smin et centrifuger a 4 000 tours par minute pendant 5 minutes.

&
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Apres cela, on a récupéré les surnageant pour le dosage des polyphénols totaux et de

flavonoides.
4.5 Optimisation de la température d’extraction
Dans cette partie. On a réalisé quatre extractions a des températures différentes :

» L’extraction 1: consiste a mélanger 0,3 g de la poudre avec 2 ml d'éthanol contenant
85 ul d’HCI. Apres une incubation de 90 min a température ambiante, on ajoute 3 ml
d’eau distillée contenant 1,7 g de sulfate d’ammonium, puis mélanger au vortex 5
minute et on centrifuge a 4 000 tours/ min pendant 5 minute.

» L’extraction 2 : consiste & mélanger 0,3 g de la poudre avec 2 ml d'éthanol contenant
85 ul d’HCIL. Apres une incubation de 90 min a 40 °C, on ajoute 3 ml d’eau distillée
contenant 1,7 g de sulfate d’ammonium, puis mélanger au vortex pendant 5 minute et
on centrifuge a 4 000 tours/ min pendant 5 minute.

» L’extraction 3 : consiste & mélanger 0,3 g de la poudre avec 2 ml d'éthanol contenant
85 ul d’HCIL. Apres une incubation de 90 min a 60 °C, on ajoute 3 ml d’eau distillée
contenant 1,7 g de sulfate d’ammonium, puis mélanger au vortex pendant Smin et
centrifuger a 4000 tours/ min pendant Smin.

» L’extraction 4 : consiste & mélanger 0,3 g de la poudre avec 2 ml d'éthanol contenant
85 ul d’HCIL. Apres une incubation de 90 min a 80 °C, on ajoute 3 ml d’eau distillée
contenant 1,7 g de sulfate d’ammonium, puis mélanger au vortex 5 minutes et on

centrifuge a 4 000 tours/ min pendant 5 minutes.

Ensuite, les surnageant obtenus ont été récupérer pour le dosage des polyphénols et de

flavonoides.

4.6 Optimisation de temps d’extraction

Quatre extractions ont été réalisées avec des temps d’extraction différents (90, 180, 270 et 360
min)

» Extraction 1 : On ajoute 0,3 g de la poudre a 2 ml d'éthanol contenant 85 ul de HCL
Apres incubation de 90 minutes a 40 °C dans le bain marie, on ajoute 3 ml d’eau
distillée contenant 1,7g de sulfate d'ammonium. Suivi d’un mélange au vortex de 5

min et une centrifugation de 5 min a 4000 tours/min.

-
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» Extraction 2 : On ajoute 0,3 g de la poudre a 2 ml d'éthanol contenant 85 ul de HCI.
Aprées incubation de 180 minutes a 40 °C dans le bain marie, on ajoute 3 ml d’eau
distillée contenant 1,7g de sulfate d'ammonium. Suivi d’un mélange au vortex de 5
min et une centrifugation de 5 min a 4 000 tours/min.

» Extraction 3 : On ajoute 0,3 g de la poudre a 2 ml d'éthanol contenant 85 ul de HCI.
Apres incubation de 270 minutes a 40 °C dans le bain marie, on ajoute 3 ml d’eau
distillée contenant 1,7g de sulfate d'ammonium. Suivi d’un mélange au vortex de 5
min et une centrifugation de 5 min a 4 000 tours/min.

» Extraction 4 : On ajoute 0,3 g de la poudre a 2 ml d’éthanol contenant 85 ul de HCI.
Apres incubation de 360 minutes a 40 °C dans le bain marie, on ajoute 3 ml d’eau
distillée contenant 1,7g de sulfate d'ammonium. Suivi d’un mélange au vortex de 5

min et une centrifugation de 5 min a 4 000 tours/min.

Ensuite, les surnageant obtenus ont été récupérer pour le dosage des polyphénols totaux et les

flavonoides.

4.7 Méthode finale optimisée

Une extraction a été réalisée en utilisant les différents parameétres a optimiser 0,3g de
poudre sont mélangés avec 2ml d'éthanol pur contenant 85ul de HCI pur. Aprés incubation
pendant 90 minutes a une température de 40°C dans le bain marie, on ajoute 3 ml d'eau
distillée contenant 1,7g de sulfate d'ammonium. Suivi d’un mélange au vortex de 5 min et une

centrifugation pendant 5 min a 4 000 tours/min.

5 Dosage des composés phénoliques

5.1 Dosage des polyphénols totaux
Folin-Ciocalteu est un réactif phénolique composé d'acides hétéropolyques, d'acides
phosphomolybdique et phoshotungstique. La formation du bleu de molybdéne et du bleu de

tungsténe est due a la réduction avec 1'utilisation de certains agents réducteurs [73].

=
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Mode opératoire

50ul de 1'échantillon dans un tube Eppendorf de
1,5 ml

Ajoute de 50 pl de réactif de Folin-Ciocalteu +
450 pl d'eau distillée

Vortex rapidement, et on laisse le mélange une
incubation pendant Smin

T

Ajout de 500 ul de carbonate de sodium a 7 %

Apres incubation pendant 90min, les absorbances
sont mesuré a 750nm.

Figure 14 : Protocole de dosage des polyphénols totaux [74].

Au méme temps, on a ¢laboré une courbe d’étalonnage dans les mémes conditions en

utilisant 1’acide gallique sur une gamme de concentration [1- 12] ug/ml [74].

L'extrait contient une concentration totale de composés phénoliques, exprimée en mg

d’acide gallique correspondant par 100 g de poudre seche (mg EAG/100g PS) [74].

5.2 Dosage des flavonoides

On utilise la méthode du trichlorure d'aluminium pour mesurer la quantité de flavonoides

présents dans les divers extraits [75].
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Mode opératoire

1ml d’échantillon

I

Ajout de 1ml de la solution
AlCl;

I

Incubation pendant 10 min

1

Lecture de I’absorbance a
430nm.

Figure 15 : Protocole de dosage des flavonoides. [75]

On déduit les teneurs en flavonoides des différents extraits en utilisant la gamme d'étalonnage

[0-40] pg/ml établie avec la quercétine.
6 Détermination de I’activité antioxydante

6.1 L’activité anti radicalaire

Le radical DPPH (2,2- Diphényle-picrylhydrazine) est employé afin d'évaluer la capacité
antioxydante d'un composé. Dans le cas d'un anti-radicalaire, la diminution se manifeste par
un changement de couleur de la solution, passant du violet au jaune. On évalue alors la
réaction en estimant 1'absorbance de la solution a l'aide d'une spectrophotométrie a 517 nm.

La différence entre la couleur violette et jaune est associ€e a la capacité antioxydante [76].

=
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N QzN
|
. L
N——:.t + Antioxydant-O—H —— N—N + Antioxydant-O
DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 16 : Réduction du radical DPPH [76].

Mode opératoire

Etape 1 : Préparation de la solution DPPH : 0,8mg de DPPH +
20ml de méthanol.

Etape 2 : Préparation de 1’échantillon : 100ul d’extrait + 900ul
de la solution DPPH.

Etape 3 : Préparation de contrdle : 100ul de 1’éthanol + 900ul
de la solution DPPH.
Apres une incubation pendant 20 min, les absorbances sont
mesuré a 517 nm.

L’activité anti radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition du
radical DPPH, par apport a un contrdle

PI % = (DO controle -DO extrait ) /DO controle x100

PI% : Pourcentage d’inhibition

Figure 17: Protocole de I’activité anti-radicalaire (DPPH) [77].
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6.2 Pouvoir réducteur ferrique

L'effet réducteur d'un extrait est li¢ a son effet antioxydant. Cette méthode a été mise au
point afin d'évaluer la capacité des extraits & convertir le fer ferrique (Fe’™) qui fait partie du
complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe*"). Le fer ferrique, d'abord jaune, diminue et devient
bleu ou vert en présence d'un électron. L'évolution du jaune vers le bleu ou le vert est liée a

l'activité antioxydante [76].
Fe*'+e- ———» Fe?*
Mode opératoire

Selon la méthode d'Oyaizu (1986), on évalue le pouvoir réducteur ferrique des extraits.

1ml de ’extrait

¢

Ajoute de 2,5ml de tampon phosphate (ph 6,6) +
2,5ml de ferricyanure de potassium (1%)

—

Incubation pendant 20min a 50°C dans le bain marie

—

Ajoute de 2,5ml de TCA (10%) + centrifugation a
650 x g pendant 10 minutes

—

Ajoute au surnageant (2,5ml), 2,5ml de I’eau
distillée + 0.5ml de FeCls (0.1%)

g

Lecture de I’absorbance a 700 nm.

Figure 18: Protocole de pouvoir réducteur ferrique [78].
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1 Etude préliminaire

Avant d'optimiser I'extraction des composés phénoliques totaux et des flavonoides totaux a
partir des graines de tomate, nous avons réalis¢ une étude préliminaire en utilisant des
méthodes d'extraction solide liquide et liquide-liquide combinées avec la méthode de salting-

Out, une étude préliminaire a été réalisée pour déterminer les parametres optimaux.

Ces parametres devaient étre définis tout en modifiant les autres lors du processus

d'optimisation.

Les résultats ont déterminé les valeurs optimales sélectionnées pour les divers parametres

optimis€s comme suit :

- I’éthanol a été choisi comme le meilleur solvant d'extraction 4 un volume de 2 ml ;
- la température 40°C ;

- 85ul de HCI;

- 1,7gde sulfate d'ammonium ;

- 90 minutes pour le temps.

1.1 Calcule du pourcentage de la matiere séche
La détermination du taux de matiére séche repose sur la mesure de la quantité d'eau

contenue dans les échantillons a analyser.
» Le calcule de taux d’humidité (%) = M1 - M2/ M1 x 100
Taux d’humidité (%) = (38,24 — 35,66 / 38,24) x 100
Donc, Taux d’humidité (%) = 6,74%
» Taux de matiere seche (%)= (M2 / M1) x 100
Le pourcentage de matiere seéche = (35,66/ 38,24) x 100
Dongc, le taux de la matiere seéche = 93,26%.

Les résultats indiquent que les graines de tomate contiennent un taux d'humidité est de

6,74 % inférieur a 7 %. Et un taux de matiére séche est correspondant a 93,26%.

T/‘
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1.2 Optimisation de type de solvant d’extraction
Dans cette étude, divers solvants ont été testés pour l'extraction des composés phénoliques

présents dans les graines de tomate.

Les résultats présentés dans la figure 19 montrent que tous les extraits de graines de tomate
contiennent des composé€s phénoliques et des flavonoides, mais avec des variations
quantitatives en fonction du solvant utilisé. Parmi les solvants testés, le meilleur rendement
est obtenu avec l'éthanol (5,895 mg EAG/100g MS) pour les polyphénols totaux, et
(18,670mg Eq en quercétine/100g MS) pour les flavonoides, suivi respectivement par le

méthanol et 'acétone.

En outre, l'extrait d'acétone présente le rendement le plus bas lors du dosage des
polyphénols totaux, avec une concentration de (1,586 mg EAG/100g MS), tandis que le
méthanol présente le plus faible taux de dosage des flavonoides avec une concentration de

(7,025 mg Eq en quercétine/100g MS).

Selon ces résultats, 1'éthanol a été identifi¢ comme le solvant d'extraction optimal et le plus
efficace pour extraire a la fois les composés phénoliques et les flavonoides totaux. Il est établi
que l'extraction des composés phénoliques est plus efficace lorsque le poids moléculaire du

solvant est élevé.

La polarit¢ et le constant diélectrique de solvant sont essentiels car elles permettent
d'extraire des substances par solubilisation. Comme les polyphénols ont un large éventail de
solubilités, une combinaison d'éthanol et d'eau peut étre plus avantageuse et efficace pour la
séparation de n'importe quel solvant seul. En outre, en augmentant la concentration des

solvants, il est envisageable d'améliorer la perméabilité du solvant dans la matrice solide [79].

ﬂ
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Optimisation de type de solvant d'extraction

Concentration (mg /100 g de poudre)

0

8

6

4

: B
C

Acétone Meéthanol Ethanol
Solvant
® Polyphénols (mg Eq en Acide gallique = ®Flavonoides (mg Eq en quercétine)

Figure 19 : L'effet de différents solvants sur la concentration en composés phénoliques et en

flavonoides des extraits de graine de tomate.

1.3 Optimisation de volume de solvant d’extraction

Divers volumes d'éthanol ont été utilisées, les résultats de la figure 20 indiquent que le
rendement optimal pour I'extraction des polyphénols totaux et des flavonoides est atteint avec
un volume de 2 ml d'éthanol avec une concentration de (7,738mg EAG/100g MS), tandis que

les flavonoides ont une concentration de (9,748 mg Eq en quercétine/100gMS).

I est également a noté qu’une diminution progressive du rendement, avec une
augmentation du volume d'éthanol (2 3ml, 4ml et 5ml) jusqu'a atteindre un minimum

correspondant au volume de 5ml (3,171mg EAG/100g MS).

En prenant en compte le volume d'éthanol de 2 ml, qui produit un rendement satisfaisant
dans cette analyse, il est observé que l'efficacité de l'extraction dépend directement de 1'effet

de dilution des composés extraits lors de l'utilisation de volumes plus importants.

42
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Optimisation de volume de solvant d'extraction
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2ml 3ml 4ml Sml

Volume de 1'éthanol

M Polyphénols (mg Eq en Acide gallique M Flavonoides (mg Eq en quercétine)

Figure 20 : L'effet de 1'éthanol sur la teneur en composés phénoliques et en flavonoides des

extraits de graine de tomate.

1.4 Optimisation de la quantité de sulfate d’ammonium

La figure 21 montre 1'effet de la concentration de sulfate d'ammonium sur I'extraction des
composés phénoliques et des flavonoides des graines de tomate. Les résultats obtenus
montrent une récupération faible avec 1,9 g de sulfate d'ammonium, ce qui correspond a une
concentration de (7,752 mgEAG/100 g de matic¢re seche) pour les polyphénols totaux, Alors
que le meilleur rendement est obtenu avec 1,7 g de sel, ce qui équivaut a une concentration de

(20,065 mg Eq en quercétine/100g de MS) pour les flavonoides.

Apres avoir examiné ces résultats, on conclut que la quantit¢ de 1,7 g de sulfate
d'ammonium a été choisie comme la plus adéquate pour I'extraction des polyphénols totaux et

des flavonoides.

Selon les recherches de Fan et al, il a été observé que la concentration de phénols augmente
en présence de sels lorsque la concentration saline dans la phase aqueuse est s'¢léve. Cet effet,
connu sous le nom de relargage, survient parce que les molécules d'eau se lient aux sels

dissous dans la solution aqueuse, ce qui diminue la concentration d'eau libre et augmente la
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concentration relative des phénols. Par conséquent, plus la capacité d'hydratation du sel est

¢élevée, plus son effet de relargage est élevé [80].

Optimisation de la quantité de sulfate d'ammonium
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Concentration (mg /100 g de poudre)
=

Quantité de sulfate d'ammonium (g)

B Polyphénols (mg Eq en Acide gallique B Flavonoides (mg Eq en quercétine)

Figure 21: L'effet du sulfate d'ammonium sur la concentration en composés phénoliques et

flavonoides des extraits de graines de tomate.

1.5 Optimisation de volume de HCI

L'é¢tude de l'influence de volume de HCI indique qu'il a un effet bénéfique sur 1'efficacité
d'extraction des polyphénols totaux et des flavonoides. D'apres les résultats, le taux
d'extraction avec de 1'éthanol pur (21,694mg EAG/100g MS) pour les polyphénols totaux. Et
dans les flavonoides une concentration de (25,361mg Eq en quercétine /100g MS), est
nettement inférieur aux rendements obtenu avec 1’éthanol acidifié contenant 85ul d’HCI avec
une concentration (65mg Eq en quercétine/ 100g MS) pour les flavonoides, et une

concentration de (28,74 mg EAG/100g MS) pour les composés phénoliques.

En ce qui concerne I’acidification de I'¢thanol avec 170ul d'HCI et 340ul d'HCI, on a
remarqué la formation d’un trouble probablement provenant de la formation des complexes

insolubles entre I’HCI et le sulfate d’ammonium.

Selon les résultats présentés dans la figure 22, on observe que I'éthanol contenant 85 pl de

HCI produit les meilleurs résultats.
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Le pH de I'échantillon exerce un effet spécifique sur le transfert des analytes cibles. Dans
le solvant d'extraction, l'ajout d'acide pourrait avoir un effet sur la stabilit¢ des composés
phénoliques dans le solvant d'extraction et favoriser leur dissolution. Grace a leur
participation a la synthése des polymeres ou a leur interaction avec d'autres composés de la
paroi cellulaire facilitent la solubilisation et la diffusion des composés phénoliques a travers la
cellule a partir du matériau végétal. Tout fois, une forte concentration d'un acide peut

entrainer une hydrolyse partielle et une détérioration des substances phénoliques [81].

Optimisation de volume de HCI

20
10
0 =

-10 Ethanol Ethanol et 85ul.  Ethanol et 170uL  Ethanol et 340uL

Concentration (mg /100 g de poudre
N
[e=)

Volume de HCI pLL

B Polyphénols (mg Eq en Acide gallique) B Flavonoides (mg Eq en quercétine)

Figure 22: L’effet de volume de HCI sur la teneur en composés phénoliques des graines de

tomate.

1.6 Optimisation de la température

Les résultats obtenus et illustrés dans la figure 23 montrent une augmentation significative
des extraits de polyphénols totaux et de flavonoides a différentes températures d'extraction
(T® ambiante, 40°C et 80°C), avec un rendement plus élevé a 40°C pour les polyphénols
totaux (28,513mg EAG/100g MS) et pour les flavonoides (29,657mg Eq en quercétine/100g
MS).

Le rendement des polyphénols totaux était plus faible (3,616 mg EAG/100g MS) et celui
des flavonoides était (15,092mg Eq en quercétine/100g MS) a 60°C.

45
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On conclut que la température a 40°C a été choisie comme la plus appropriée pour extraire

les polyphénols totaux et les flavonoides.

La température ¢élevée est connue pour améliorer le recouvrement des composés
phénoliques. A des températures plus élevées, les tissus végétaux se ramollissent, perturbant
les interactions entre les composés phénoliques et les protéines ou les polysaccharides, et
augmente la solubilité des composés phénoliques. Cela conduit a une augmentation du taux de

diffusion et donc a un taux d'extraction plus élevé [82].

Optimisation de la température
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Figure 23: L’effet de la température d’extraction sur la teneur de la graine de tomate en

composés phénoliques.

1.7 Optimisation de temps d’extraction

D'apres les résultats de 'analyse des composés phénoliques totaux (CPT) et des flavonoides
des extraits qui ont été extraits a différents temps d'extraction, comme illustré dans la figure
24, on constate une augmentation progressive dans le temps d’extraction (180 min, 270min, et
360min) jusqu’a une valeur maximale de (29,332mg Eq en quercétine/100g MS) a 270min
pour les flavonoides, et une valeur de (18,322mg EAG/100g MS) a 180min pour les

polyphénols totaux.

Selon I'analyse des résultats de ces différents temps d'extraction, il a été constaté que le

temps de 90 minutes offre un meilleur rendement pour I'extraction des polyphénols totaux,
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avec une valeur de (17,970mg EAG/100g MS), tandis que les flavonoides est de (14,541 mg
Eq en quercétine/100g MS).

Le temps d'extraction est crucial pour économiser l'énergie et le colit lors du processus
d'extraction. L'augmentation de la durée d'extraction apreés 180 minutes n'a pas entrainé la
récupération des composés phénoliques améliorée, a 1'exception du TFC. Il est envisageable
que cela peut étre due a la deuxiéme loi de diffusion de Fick, qui assure un équilibre final
entre les concentrations de soluté dans la matrice solide et dans la solution en vrac apreés un
certain temps. Ainsi, il n'est pas nécessaire d'avoir un temps plus long pour extraire plus des
composés phénoliques. Par ailleurs, une extraction plus longue accroit la probabilité
d'oxydation des composés phénoliques. Il est possible d'empécher cette oxydation en ajoutant

des agents réducteurs au systéme de solvants [81].

Optimisation de temps d'extraction
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Figure 24 : L’effet du temps d’extraction sur la teneur en composés phénoliques des extraits

de la graine de tomate.
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2 Activité antioxydants
I1 était nécessaire d'évaluer les propriétés antioxydants des extraits de la graine de tomate en

effectuant deux tests d’activité: La dégradation du DPPH et la réduction du fer.

2.1 Test de DPPH

» Calcul de pourcentage d’inhibition
Le calcul de pourcentage d’inhibition selon la formule ci-dessous
% inhibition = (A0 — A1) /A0 x100
% inhibition = (0,891 - 0,422) / 0,891 x 100
Donc, % inhibition = 52,64 %
A0 = Absorbance de control.
A1l = Absorbance de I'échantillon

D’apres c’est résultats, Il est observé que les graines de la tomate renferment une grande

quantité de composés antioxydants.

2.2 Pouvoir réducteur ferrique

La capacité de réduction de l'extrait de graine de tomate est évaluée en fonction de leur
absorbance, en se basant sur la courbe d'acide ascorbique montrée dans la figure 25.
Le fer Fe’" complexe ferricyanide est transformé en une forme ferreuse en présence de
réducteurs dans l'extrait. Il est donc possible de mesurer et d'observer l'intensité de la couleur

o1 Je . \ e . +
bleu-vert dans le milieu réactionnel 2 700nm afin d'évaluer la concentration en Fe>".

Par conséquence, le mécanisme FeCls + K4 [Fe(CN) ¢] = FeCl, + K3 [Fe(CN) ¢] + KC1
permet a la méthode de mesurer «semi-quantitativement » les concentrations des polyphénols,
qui sont impliqués dans la réaction redox [83].

Selon nos résultats, I'extrait des graines de tomate présente une concentration (252,78 Eq
Acide Ascorbique/ 100 g MS). On peut donc affirmer que les graines de la tomate ont un bon

pouvoir réducteur.

On peut expliquer ces résultats par la présence de composés donneurs d'électrons qui

A : + +
entrainent la conversion de Fe** en Fe*".

-
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Absorbance

Courbe d'étalonnage de 'acide ascorbique

y = 0,635x + 0,234

0,2 0,4 0,6 0,8

Concentration mg/mL

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique

Résultats et discussions

1,2
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Conclusion

Cette étude visait a optimiser l'extraction des composés phénoliques présents dans les
graines de tomate en utilisant des méthodes combinées de I’extraction solide-liquide et

liquide-liquide par salting-out.

Nous avons réalisé une étude approfondie sur les rendements des composés phénoliques
totaux et des flavonoides totaux extraits des graines de tomate. Cette recherche a été réalisée
tenant en compte divers parametres tels que le choix du solvant, le volume de solvant, la
quantité de sulfate d'ammonium, le volume de HCI, le temps d'extraction et la température

adéquate.

Les conditions d’extraction optimale qui ont contribué aux rendements les plus élevés en
composés phénoliques totaux (CPT) et flavonoides totaux (FT) étaient les suivants
|'utilisation d'éthanol comme solvant d'extraction avec un volume de 2 ml, associé¢ a 1,7 g de
sulfate d'ammonium. Le processus s'est déroulé¢ avec un volume de 85ul d’HCI, un temps

d’extraction pendant 90 minutes et une température de 40°C.

Les extraits optimisés des graines de tomate dans cette étude ont démontré une forte
activité antioxydante, caractérisée par un pouvoir réducteur élevé. Ainsi qu'une forte activité
anti-radicalaire contre le radical DPPH. Ces résultats démontrent que les extraits des graines
de tomate sont une source importante d'antioxydants naturels. Ces extraits peuvent étre
utilisés de maniére efficace comme agents conservateurs pour prévenir l'oxydation des

produits alimentaires et cosmétiques, ainsi que pour enrichir les matrices alimentaires.

Pour approfondir cette étude, Il serait intéressant de mener une analyse des composés
phénoliques des extraits des graines de tomate. Il serait aussi pertinent d'examiner les effets de
leur incorporation sur la préservation et l'enrichissement des différentes matrices végétales,
comme les concentrés de tomate, la mayonnaise et la margarine. En outre, il serait intéressant

d'explorer 'optimisation de l'extraction des caroténoides.
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Annexes1 : Courbes d’étalonnages utilisées.
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Figure 1: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des composés phénolique.
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Resume

L'objectif principal de cette étude originale est d'optimiser les conditions d'extraction des
composés phénoliques totaux (CPT) et des flavonoides totaux (FT) a partir des graines de
tomate en utilisant une combinaison d’une extraction liquide-liquide par salting out associée a
I’extraction solide liquide. Les conditions optimales identifiées pour obtenir un rendement
optimal en CPT et FT comprennent l'utilisation d'éthanol comme solvant d'extraction, un
volume de solvant de 2 ml, une quantité de sulfate d'ammonium de 1,7 g, un volume de 85ul
de HCI, un temps d'extraction de 90 minutes et une température d'extraction de 40°C. Les
résultats indiquent que cette méthode d’extraction est trés appropriée pour extraire les
composés phénoliques, et montrant ainsi les fortes teneurs en polyphénols et des activités
antioxydants tres ¢élevées. Les résultats suggerent ainsi que les graines de tomate pourraient
constituer une source naturelle d'antioxydants. Ces extraits naturels pourraient potentiellement
étre utilisés comme additifs alimentaires en remplacement des composés synthétiques.

Mots clés: Optimisation, Extraction solide liquide, extraction liquide-liquide par salting out,
Activité antioxydant.
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Abstract

The main objective of this original study is to optimize the extraction conditions of total
phenolic compounds (TPC) and total flavonoids (TF) from tomato seeds using a combination
of liquid salting out extraction. Associated with solid liquid extraction. The optimal
conditions identified to obtain optimal yield of CPT and FT include the use of ethanol as
extraction solvent, a solvent volume of 2 ml, an amount of ammonium sulfate of 1.7 g, a
volume of 85ul of HCI, an extraction time of 90 minutes and an extraction temperature of
40°C. The results indicate that this extraction method is very suitable for extracting phenolic
compounds, thus showing high polyphenol contents and very high antioxidant activities. The
results thus suggest that tomato seeds could constitute a natural source of antioxidants. These
natural extracts could potentially be used as food additives to replace synthetic compounds.

Keywords: Optimization, Solid liquid extraction, Liquid-liquid extraction by salting out,
Antioxidant activity.
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