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Résumé

Les composés phénoliques issus des déchets de l'industrie oléicole sont
néfastes pour I'environnement mais trés bénéfiques pour I'organisme gréace a leur
pouvoir antioxydant trés élevé, c’est dans ce contexte que notre étude s’inscrit, en
I'occurrence la valorisation des composés phénoliques issus des déchets de l'industrie
le grignon d’olive, par la technique d’encapsulation par lyophilisation en utilisant
'amidon de pomme de terre comme matériau d’encapsulation, dans le but de stabiliser
ses molécules qui sont thermo et photosensibles, et également réalisée une cinétique
du relargage du phénol encapsulé (tyrosol). Notre étude se poursuit par la mise en
évidence de [linfluence de [I'encapsulation sur les activités antioxydante et
antidiabétique des composés phénoliques encapsulés en comparaison avec les
composeés phénoliques libres et le tyrosol encapsulé seul. Nous avons obtenu de tres
bons pourcentages d’encapsulation dans le cas des biophénols de grignon d’olive
encapsulés et du tyrosol encapsulé sous microonde. Les meilleures activités
antioxydante et antidiabétique ont été obtenues avec les échantillons de composés
phénoliques encapsulés ensuite les composés phénoliques libres. L'analyse de
'ensemble des échantillons par microscopie électronique a balayage MEB-EDS a
permis d’observer le changement morphologique de I'amidon sous chauffage
microonde et chauffage conventionnel, mais également nous avons pu évaluer la
composition chimique des échantillons ce qui a permis de confirmer la présence des

composés phénoliques dans I'amidon.

Mots- clés : Grignon d’Olive, Composés Phénoliques, Tyrosol, Encapsulation, Effet

Antioxydant, Effet Antidiabétique.



Abstract

Phenolic compounds from olive industry waste are harmful for the environment
but very beneficial for the organism thanks to their very high antioxidant power, and it
is in this context that our study falls, in this case the valorisation of phenolic compounds
from olive pomace industry waste, by the technique of encapsulation by freeze-drying
using potato starch as encapsulation material, with the aim of stabilising its molecules
which are thermo and photosensitive, and also carried out a kinetic of the release of
the encapsulated phenol (tyrosol). Our study continues by highlighting the influence of
encapsulation on the antioxidant and anti-diabetic activities of the encapsulated
phenolic compounds in comparison with free phenolic compounds and the
encapsulated tyrosol alone. We obtained very good encapsulation percentages in the
case of encapsulated olive pomace biophenols and microwave encapsulated tyrosol.
The best antioxidant and antidiabetic activities were obtained with the encapsulated
phenolic samples followed by the free phenolics. The analysis of all the samples by
SEM-EDS scanning electron microscopy allowed us to observe the morphological
change of the starch under microwave and conventional heating, but also we could
evaluate the chemical composition of the samples which allowed us to confirm the

presence of phenolic compounds in the starch.

Key Words : Olive Pomace, Phenolic Compounds, Encapsulation, Antioxidant,

Antidiabetic.
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Introduction générale

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I’huile d’olive génére deux
résidus, 1’un liquide (margines ) et I’autre solide (grignon) provenant de systémes traditionnels
et triphasés, ou un déchet semi-solide provenant de systemes a deux phases. Les systémes
d'extraction triphasés, sont encore largement utilisés dans les moulins a huile d'olive, ce qui
implique I'ajout de grandes quantités d'eau (jusqu'a 50 L / 100 kg de pate d'olive) entrainant une
production mondiale annuelle de plus de 30 millions de m® de margines. Tandisque, les
systemes biphasés impliquent une réduction des volumes de margines, mais avec une

concentration accrue en matieres organiques [2].

En effet, lorsque les grignons sont rejetés dans la nature, elles sont sources de pollution soit
parcequ’ils sont contaminés par les champignons, soit parcequ’ils rejetent des subtances
toxiques dans 1’environnement, néamoins, de par leur faible composition en composés
phénoliques, ils sont considérés comme moins dangereux par rapport aux margines, lesquelles
posent des problémes environnementaux dans la pluspart des pays oléicoles. Leur effet nocif
dérive en grande partie de leur contenu en composeés phénoliques. Ces composés sont
difficilement biodégradables, ils empéchent les cycles biologiques du sol, et souillent les eaux
naturelles lorsque les déchets solides sont rejettés sans un traitement préalable dans

I’environnement.

Cependant, Le régime méditerranéen caractérisé par une consommation élevée et variée de
produits végétaux (légumes, fruits, huile d’olive, thé...etc), est associé¢ a un allongement de
I’espérance de vie. Plusieurs études €pidémiologiques suggerent que, la protection qu’une
alimentation riche en produits végétaux semble apporter contre le développement de diverses
pathologies dégénératives, associées au stress oxydant telles que les maladies cardiovasculaires,
les maladies neurodégéenératives et divers cancers, serait due aux microconstituants de cette

diéte dont les polyphénols sont les principaux représentants [1, 2].

Les polyphénols posseédent un large éventail d’activités biologiques in vitro (antibactériennes,
anti-cancérigene, antidiabétique, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur caractére
réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les polyphénols présentant
ainsi des propriétés antioxydantes bien €tablies et en lien avec 1’inhibition de 1’oxydation aussi
bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant).
Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la nutrition par

leur caractere préventif a 1’égard de diverses maladies citées précédemment, en cosmétologie



et surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la

flaveur des aliments et leur incidence sur la conservation des produits alimentaires [3].

L’intérét grandissant aucours de ses derniéres années pour ses molécules, implique de
nombreuses études dans 1’optimisation de leur extraction. Ce mémoire de thése compose de
deux parties, a pour but de présenter le travail effectué dans la valorisation des déchets de
I’industrie olé€icole par la technique d’encapsulation et 1’étude de leur effet inhibiteur de

I’enzyme alpha amylase impliqué dans la régulation du diabete.

La premiere partie de ce mémoire de thése, porte sur 1I’encapsulation des composés phénoliques
du grignon d’olive par ’amidon de pomme de terre gélatinisé sous chauffage conventionnel et
sous chauffage p-ondes. L’objectif de cette partie est tout d’abord, 1’encapsulation d’un
composé phénolique modele en occurrence le tyrosol par I’amidon de pomme de terre gélatinisé
sous les deux types de chauffage précédemment mentionnés, ensuite la réalisation d’une
cinétique de relarguage in vitro du composé mode¢le encapsulé et enfin ’analyse au MEB-EDS
des différents encapsulas obtenus. Par la suite, le systéme d’encapsulation mise au point pour
le composé modéle est appliqué aux composés phénoliques du grignon d’olive. L’intérét de
cette technique est de protéger les composés phénoliques qui sont trés sensibles aux conditions

défavorables (température, lumicre, humidité ...).

Par ailleurs, un article a été rédigé dont la soumission dans un journal a fort facteur impact a
été reportée, car des analyses complémentaires nécessitant plus de temps et d’implication de

tous les collaborateurs étant requises.

La deuxieme partie de ce travail, est consacrée a I’étude de I’activité antioxydante des composés
phénoliques encapsulés en comparaison avec les composés phénoliques de grignon non
encapsulés. L’objectif de cette partie est I’évaluation de 1’effet inhibiteur de I’enzyme alpha
amylase des échantillons obtenus dans la premiére parrtie de la these, mais également

I’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH et ABTS de chaque échantillon.

Cette partie a fait 1’objet d’un article, qui a été publié dans un journal indexé scopus et a

sitescore 3.9.

A notre connaissance et d’apres les études bibliographiques, c’est la premiere fois qu’une étude
scientifique sur 1’encapsulation des déchets phénoliques de grignon d’olive associant
I’influence de cette encapsulation sur leurs propriétés antioxydante et antidiabétique est

réalisée, d’ou I’originalité de ce travail.
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Premiere Partie : Encapsulation Des

Biophénols De Grignon Dolive FPar La
Matrice D amidon De Pomme De Terre



Introduction

Environ 98% de la production mondiale d'olives provient du bassin méditerranéen, dont 73%
du sud de I'Europe avec I'Espagne, I'ltalie et la Grece comme principaux producteurs. On
retrouve également d’autres pays producteurs tels que le Maroc (3,3%), la Tunisie (4,9%), etc.
[1;2;3]. L’industrie oléicole génére deux principaux déchets dont 1’un liquide appelé margine

et I’autre semi-solide appelé grignon d’olive.

Le grignon d’olive est un déchet issu des moulins a huile sous un systeme a deux phases. Il est
compos¢ d’eau de végétation d’olive et de fragments de peau, de pulpe et de graines solides [3
; 4]. En raison de sa forte teneur en eau et de sa teneur en phénols, ce résidu semi-solide est

considéré comme I'un des polluants les plus abondants en Méditerranee [3 ; 5].

Bien que les utilisations des grignons d’olives bruts soient multiples, étant donnée leur
composition chimique encore riche en huile alimentaire, en cellulose et en matieres azotées, ces
déchets posent encore de sérieux problémes pour 1I’environnement. Leurs effets nocifs dérivent

en grande partie de leur contenu en polyphénols difficilement biodégradables [6].

De nombreuses ¢études ont confirmé le potentiel du grignon d’olive en tant que source
concentrée et rentable de composés phénoliques de 1’olive. Les alcools phénoliques et les acides
cinnamiques comprenant I'nydroxytyrosol (HT), le tyrosol (Tyr), I'acide caféique (CA) et
I'acide p-coumarique (p-Cm) et leurs glycosides, tels que I'hydroxytyrosol-O-glucosides (HT-
Glc) sont souvent les principales classes phénoliques présentes dans le grignon d'olive [3; 7 ;
8]. En outre, ces biophénols ont été associés a des effets thérapeutiques, tels que des activités
anti-inflammatoires, antidiabétiques, cardioprotectrices et anti-apoptotiques, en raison de leur
capacité a réduire le stress oxydant et a améliorer le statut antioxydant des individus [3 ; 9].
Ainsi, ils ont un fort potentiel de valorisation dans les industries alimentaire, cosmétique et

pharmaceutique [3].

Cependant, ces propriétés sont également responsables d'un manque de stabilité a long terme,
ce qui rend ces composés naturels tres sensibles a la lumiére et a la chaleur. De plus, les
polyphénols présentent souvent une mauvaise biodisponibilité principalement due a une faible
solubilité dans I'eau. Enfin, bon nombre de ces molécules possédent un godt trés astringent et
amer, ce qui limite leur utilisation dans les aliments ou dans les médicaments oraux. Pour
contourner ces inconvénients, des systemes de distribution ont été développés, et parmi eux,

I'encapsulation semble étre une approche prometteuse [10].



L’encapsulation est une technologie consistant a piéger des matériaux solides, liquides ou
gazeux dans des capsules miniatures, de taille nano-, micro- ou millimétriques, qui peuvent
libérer leur contenu a des vitesses contrélées dans des conditions spécifiques [11 ; 12]. Elle peut
également étre définie par la taille des particules produites, par exemple : nanoencapsulation,
microencapsulation, etc [11]. Cette technique est utilisée dans les domaines pharmaceutique,

chimique, cosmétique, agroalimentaire, dans les industries de lI'imprimerie, etc [10].

Les molécules bioactives encapsulées sont tres diverses et peuvent étre de nature hydrophile ou
hydrophobe (lipophile) : polyphénols, vitamines, huiles, caroténoides, enzymes, arémes,
probiotiques, etc. [13-17]. Selon la nature du bioactif et la méthode d’encapsulation, divers
matériaux de revétement peuvent étre utilises, soit individuellement, soit en combinaison avec

d’autres matériaux, notamment les protéines, les lipides et les glucides [13 ; 18 ; 19 ; 20].

L’amidon est I'un des polymeres glucidiques naturels les plus abondants, peu colteux, ne
causant pas d’allergie et sans impact sur le gott. Certaines études comparatives ont montré que
les systémes a base d'amidon donnent une meilleure efficacité d'encapsulation et fournissent
une meilleure protection des molécules bioactives (par exemple, I'huile de lin et les arbmes) par
rapport aux systémes a base de protéines et de gomme arabique [13 ; 21 ; 22]. De nombreuses
études sont effectuées sur la composition, la structure, les propriétés et modifications des
amidons provenant de diverses sources botaniques [13 ; 23 ; 24], ce qui fournit une base solide
sur l'utilisation des amidons comme matériau d’encapsulation des composés bioactifs dans le

but d’une libération controlée.

Il existe plusieurs méthodes d'encapsulation dont les plus fréquemment utilisées dans le cas des
composés phénoliques sont les suivantes : séchage par atomisation (pulvérisation) ou spray-
drying, séchage par congélation (lyophilisation) ou freeze-drying, nanoencapsulation,
coacervation, cocristallisation, inclusion moléculaire, encapsulation dans des liposomes, des
émulsions, voire des levures comme matériaux de revétement (yeast encapsulation) [18 ; 19 ;
20]. Parmi ces méthodes d'encapsulation, les technologies de séchage par atomisation ou

lyophilisation sont les plus couramment appliquées.

En outre, le séchage par pulvérisation est la technique de microencapsulation la plus utilisée
dans l'industrie alimentaire, en général pour la préparation d'additifs et d'ardmes alimentaires
secs et stables. Compar¢ a toutes les techniques et méthodes d’encapsulation, le processus de

séchage par pulvérisation est relativement peu codteux, simple et bien établi. Le seul



inconvénient de cette technique est la disponibilité limitée et le colt élevé des matériaux de
revétement [25].

Cependant, la lyophilisation s'est avérée étre la méthode la plus appropriée pour sécher les
substances thermosensibles, afin de minimiser les réactions de dégradation thermique, ainsi,
elle est plus adaptée pour l'encapsulation des polyphénols [26 ; 27 ; 28]. Par contre, la
lyophilisation présente certains inconvénients, tels qu’un long temps de séchage et une

consommation d'énergie plus élevée.

L’objectif de cette partie de la thése est I’encapsulation des composés phénoliques du grignon
d’olive par I’amidon de pomme de terre comme matrice, en utilisant la technique de
lyophilisation. Dans ce contexte, notre étude vise tout d’abord a mettre au point le systéme
d’encapsulation en utilisant un composé phénolique modele de faible poids moléculaire, peu
couteux et résistant a la chaleur, le tyrosol. Ensuite, le protocole optimisé sera appliqué aux

composés phénoliques du grignon d’olive.
Notre approche expérimentale comporte six principaux volets :

1. Mise au point du systéme d’étude a savoir la solubilisation de ’amidon de pomme de
terre en utilisant deux types de chauffage :

¢+ Chauffage conventionnel ou chauffage par conduction : réalisation d’une cinétique des
phases de gélatinisation et de rétrogradation de ’amidon de pomme de terre.

% Chauffage sous micro-ondes : réalisation d’une cinétique de la phase de gélatinisation
de I’amidon de pomme de terre.

+ Détermination du rendement pour chaque type de chauffage.

2. Encapsulation par la méthode de lyophilisation du composé phénoliqgue modeéle
(tyrosol) par I’amidon de pomme de terre gélatinisé sous chauffage conventionnel et
chauffage sous micro-ondes.

3. Encapsulation par la méthode de lyophilisation des composés phénoliques du grignon
d’olive par ’amidon de pomme de terre gélatinisé uniquement sous chauffage micro-
ondes.

4. Analyse par spectrophotométrie UV-visible, UPLC-DAD-MS et microscopie (MEB-
EDS) des capsules de tyrosol et de composés phénoliques.

5. Détermination de I’efficacité d’encapsulation.

6. Enfin, étude cinétique de la libération contr6lée du tyrosol encapsulé par digestion

enzymatique de I’amidon.



Le sujet développé dans cette étude s’insére dans le contexte de la valorisation des dechets de
I’industrie oléicole, en 1’occurrence le grignon d’olive. Les travaux ont été réalisés au sein de
I’équipe Micronut de 1’Unité Mixte de Recherche SQPOV (Sécurit¢ & Qualité des Produits
d’Origine Végétale) associant Avignon Université et INRAE. Ce travail fait suite a une
premiére étude dans le cadre de la thése d’ Aurélia Malapert (soutenue le 22/12/2017), intitulée
« développement de nouveaux ingrédients naturels & visée nutraceutique a partir de coproduits
de I’industrie oléicole » et réalisée au sein du méme laboratoire. Cette étude portait notamment
sur I’encapsulation des composés phénoliques du grignon d’olive dans la B-cyclodextrine
(dérivé cyclique de I'amidon composé de sept unités de glucopyranose), en utilisant le séchage

par atomisation et la lyophilisation comme technique d’encapsulation.
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1. Grignon d’olive

1.1. Définition

Le grignon d’olive est un résidu solide de couleur brune, résultant du processus de production
d'huile d'olive par pressage mécanique des fruits de I'olivier sans aucun traitement chimique. Il
se compose de la coque du noyau réduit en morceaux, de la peau et de la pulpe de I’olive ; il
contient encore une certaine quantité de matieres grasses et une importante quantité d’eau qui

varie selon la variété des olives et selon le procédé d’extraction utilisé [29 ; 30 ; 31].

1.2. Types de grignon d’olive
Les grignons d’olives sont disponibles en quantités importantes dans de nombreux pays
méditerranéens. En fonction du procédé d’extraction et de 1’équipement des huileries, il est

possible de distinguer trois types de grignons :

s Les grignons bruts, issus des huileries utilisant le systéme traditionnel de presses
hydrauliques et les scourtins. Leurs teneurs relativement élevées en eau (24%) et en
huile (9%) favorisent leur altération rapide lorsqu’ils sont laissés a I’air libre.

« les grignons épuisés, obtenus apres traitement des grignons bruts aux solvants,
généralement de I’hexane, pour 1’obtention d’huile utilisée en savonnerie.

¢ les grignons issus des huileries modernes utilisant le procédé d’extraction en chaine
continue ou super-presses [32].

Le tableau 1 résume la composition chimique des différents types de grignon d’olive.

Tableau 1: Composition chimique des différents types de grignon [33]

Types de Matiere  Matieres Matiere Azotées Cellulose  Matiéres

grignon Séche minérales Totales (%) brute (%)  Grasses (%)
(%) (%)

Grignon brut 75-80 35 5-10 35-50 8-15

Grignon gras 80-95 67 9-12 20-30 15-30

partiellement

dénoyauté

Grignon épuisé  85-90 7-10 8-10 3540 4-6

Grignon épuisé  85-90 6-8 9-14 15-35 4-6

partiellement

dénoyauté
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Le grignon d’olive contient des composés phénoliques faisant partie des facteurs inhibant la
croissance des microorganismes. Ils proviennent de 1’olive, dont les composés phénoliques
représentent 0,3% a 5%, mais également de la dégradation de la lignine en fonction du
traitement subi [34]. Les effets nocifs du grignon d’olive sont dus en grande partie a leur
contenu en polyphénols difficilement biodégradables [6].

Le tableau 2 présente quelques composés phenoliques identifiés dans le grignon d’olive par
Malapert et al. [35]
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Tableau 2 : Quelques composés phénoliques identifiés par Malapert et al. [35]

No. tr (Min) Composes Amax (NM) m/z fragments
1 0.46 Acide quinique - 191 173,127,111
U: 0.52 Inconnu 1 232, 267 191 173,127, 111
U2 0.77 Inconnu 2 227,279 191 173, 127, 111
2 1.75 Verbascoside-Rha 234, 282, 477 459, 367, 161
308
3 2.12 Glucoside d'acide 232, 283 537 375, 331, 179
loganique
4 2.25 Hexoside d'acide 254, 293 329 167, 151, 123,
vanillique 108
5 2.31 Hydroxytyrosol 227, 280 153
(HT)
6 2.35 glucoside HT 1 231, 277 315 153, 123
7 2.46 glucoside HT 2 231, 279 315 153, 123
8 2.55 Aldarate de p- 313 355 337, 209, 191,
coumaroyle 147, 129
9 2.72 1-B-Glucosyl- 236, 294 407 389, 375, 357,
acyclo- 313, 161
acide
dihydroélénolique
10 3.05 Dérivé de DCMEA 236 199 181, 155, 111
hydroxylé
11 3.15 Verbascoside - CA 237, 281 461 315, 297, 161,
135
12 3.29 Tyrosol 227, 276 137 119
13 3.71 Feruloyl-hexoside 286, 320 401 355, 193
14 3.73 Caféoyl-hexoside 239, 286sh, 341 179, 135
318

12



Tableau 2 : Quelques composés phénoliques identifiés par Malapert et al. (suite) [35]

No. tr (min) Composés Amax (nm) m/z fragments
15 4.02 Acide chlorogénique 244,296,327 353 247,163, 135, 109
16 4.24 Acide caféique (AC) 238, 295sh, 325 179 163, 135
17  4.43 p-coumaroyl-hexoside 240, 325 325 265, 163, 119
18 455 Oleoside 236 389 345, 209, 165
19 5.69 Acide p-coumarique 227, 309 163 119
20 5.73 Oléoside désoxyriboside 239, 278 505 389, 345, 121
21 577 Aglycone d'oleuropéine 245, 282 377 197, 153
22  6.60 Acide férulique 237, 296sh, 322 193 149
23 1.75 Lutéoline-O-rutinoside 246, 346 593 285
24 7.87 Lutéoline-O-rutinoside 244, 346 593 285
25 8.8 Acide élénolique 244 241 209, 165, 139,
127,121, 101
26 8.39 Verbascoside 235, 291sh, 330 623 461, 477, 315
27 8.82 Tétrahydro-oleuropéine 246, 279 543 525, 513
28 9.17 Nizhenide 246, 282,334 685 523, 453, 421, 299
29 941 Glucoside d'oleuropéine 250, 279 701 539, 377, 307, 275
30 9.79  Caféoyl-6'-sécologanoside 225,290,327 551 507, 389, 385,
341, 281,
251, 221, 179, 161
31 9091 10-Hydroxy-DCMO 243, 281 335 199, 155, 111
aglycone
32 10.86 Comselogoside 240, 313 535 491, 389, 345,
307, 265, 163
33 11.02 Oleuroside 244, 282 539 469, 437, 377,
307, 275
34 11.09 Dérivé de ligstroside 246, 277 655 517, 361, 291, 259
35 11.69 Isomere de ligstroside 248, 282 523 453, 421, 299

sh: shoulder, DCMEA: decarboxymethyl elenolic acid, DCMO: decarboxymethyl oleuropein.
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2. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans toutes les plantes vasculaires
et constituent une grande famille de substances omniprésentes et variées, des molécules simples
aux structures complexes. Ces substances naturelles ont toutes en commun la présence d'un ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyl et dérivant du
métabolisme de I'acide shikimique et/ou de la voie des polyacétates [10 ; 36 ; 37 ; 38].

Les polyphénols sont couramment consommés dans 1’alimentation humaine. Ils agissent
comme des antioxydants et participent a la prévention des maladies associées au stress oxydant,
telles que les maladies cardiovasculaires et cancer [39]. En outre, d’autres activités biologiques,

telles que les effets anti-inflammatoires, antibactériens et antiviraux, ont été signalées [40].

Les polyphénols comprennent les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques et acides
hydroxycinnamiques), les flavonoides (flavonols, flavones, isoflavones, flavanones,
anthocyanidines et flavanols), les stilbénes et les lignanes [41]. La figure 1 représente quelques

métabolites secondaires spécifiques a I’olive.

Les composés phénoliques sont des molécules peu stables, ayant souvent un goQt amer ou
astringent qu’il peut étre nécessaire de masquer en vue d’applications dans les domaines
agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique, etc. Ce sont des composés susceptibles de
s’oxyder a I’air en des produits brunatres avec perte considérable de leur activité. Ils présentent
¢galement une solubilité dans I’eau assez limitée. Par conséquent, les applications industrielles
des composés phénoliques nécessitent souvent de recourir a des techniques palliant aux
différents problemes précédemment cités. L’encapsulation est ’'une des plus adaptées [10].
Quelques composes phénoliques, ainsi que leurs groupes et leurs propriétés, sont présentés dans

le tableau 3.
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Tableau 3 : Exemples des propriétés de quelques composés phénoliques [42]

Groupes
phénoliques

Exemples

Sources

Propriétés

Anthocyanidines

Catéchines

Flavanones

Flavonols

Isoflavones

acides
Hydroxybenzoique

Cyanidine, delphinidine,
malvidine,
pélargonidine,
péonidine, pétunidine et
leurs glycosides

Catéchine, épicatéchine,
gallocatéchine,
épigallocatéchine et
épigallocatéchine
gallate

Hespérétine,
hespéridine,
homoériodictyol,
naringénine, naringine

Kaempfeérol, myricétine,
quercétine et
leurs glycosides

Daidzéine, génistéine,
glycitéine

Daidzeéine, génistéine,
glycitéine

Fruits, fleurs

The

Agrumes

Fruits, légumes

Soja,
cacahueétes

Baies, thé,
blé

pigments naturels; Tres
sensible a la température,
oxydation, pH et lumiére,
soluble dans I'eau.

Sensible a I'oxydation, a
la lumiere et au pH,
astringent et  amer;
Iégerement soluble dans
I'eau.

Sensible a I'oxydation, a
la lumiere et au pH, les
aglycones sont insolubles
mais les glycosides sont
solubles dans I'eau.

Sensible a I'oxydation, a
la lumiere et au pH, les
aglycones sont
Iégérement solubles mais
les  glycosides  sont
solubles dans I'eau.

Sensible au pH alcalin,
astringent et amer; odeur
de soja, soluble dans
I'eau.

Sensible a la température,
a l'oxydation, au pH et a
la lumiere, soluble dans
I'eau.
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Tableau 3 : Exemples des propriétés de quelques composés phénoliques suite [42]

Groupes phénoliques ~ Exemples Sources Propriétés
acides Acide caféique, Fruits, Sensible a la température, a
Hydroxycinnamique  acide férulique, avoine, riz I'oxydation, au pH et a la
acide p-coumarique, lumiere ; soluble dans I'eau.
acide sinapique
Pinorésinol,
Lignanes podophyllotoxine, Lin, sésame, Relativement stable dans
stéganacine legumes des conditions normales,
saveur désagréable; soluble
dans l'eau.
Tanins Castaline, Thé, baies,  Sensible aux hautes
(proanthocyanidines)  pentagalloyl glucose, vins, températures et a
procyanidines Chocolat I'oxydation, astringent et

amer, soluble dans I'eau.

Oleoside

R
R

Oleuroside

Hoji:j/~\/o
HO

R o o

T T gee

HO 0., RS
/

H: ligstroside

OH: oleuropein
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Figure 1 : Structures d’une sélection de métabolites secondaires spécifiques a 1’olive
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3. Procédé d’encapsulation

3.1. Définition

L’encapsulation, développée depuis plus de 60 ans, est I’ensemble des technologies permettant
la préparation de microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant
un principe actif sous forme solide, liquide, ou gazeuse et dont la taille varie entre quelques
nanometres et quelques millimétres. Ainsi, le principe actif est protégé contre son milieu

environnant : ’oxygéne et I’humidité de 1’air, la chaleur et la lumicre [42,43 ; 44].

L’encapsulation joue un rdle important dans les industries pharmaceutique, cosmétique,
agroalimentaire etc., car elle améliore non seulement la stabilité chimique des substances
actives mais également elle permet de contréler leur libération [10]. Le tableau 4 résume

différents domaines d’application des composés encapsulés.

Tableau 4 : Quelques domaines d’application des composés encapsulés [45 ; 46]

Domaine industriel

Exemples de composes encapsulés

Pharmacie et médical

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins, vitamines,
minéraux, antigénes, anticorps

Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents
bronzants, colorant capillaire ...

Alimentaire Huile essentielles, graisses, épices, aromes, vitamines, ...

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsif ...

Biotechnologie

Enzyme immobilisées, microorganisme, cellules vivantes,
cellules artificielles, ...

Chimie Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, inhibiteur
de corrosion, retardateurs d’incendie,

Détergents Adoucissants, antistatique, agents décolorant, cires,
détachant. ..

Textile Colorants, parfum, pigments, bactéricides, bioactifs

médicaux, fongicides ...

Graphismes et impression

Révélateur, cristaux liquides...

Photographie

Halogénures d’argent, pigments, colorants, plastifiants...

Electronique

Matériaux semi-conducteur, adheésif, agent de séchage...

Traitement des déchets

Microorganismes, substrats, détoxifiant, déchets industriels
a risques, déchets radio actifs...
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Plusieurs morphologies sont obtenues a 1’issue de I’encapsulation, mais les plus couramment
observées sont les capsules mononuclées (un seul noyau entouré d’une coque) ou des agrégats

(plusieurs noyaux entourés par une matrice) (Figure 2)

Matériau d’encapsulation : . )
Matériau d’encapsulation

Molécules biactives Molécules biactives

A
Figure 2 : les deux principales morphologies de capsules observées, mononuclée (A) et agrégat
(B) [42].

L’encapsulation des composés phénoliques engendre plusieurs morphologies selon la technique

d’encapsulation employee (figure 3).
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Figure 3 : Différentes morphologies de microcapsule de composés phénoliques en fonction de
la technique d’encapsulation [42].
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polyphenols in water
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Selon les besoins liés a un domaine d'application spécifique, les particules sont élaborées pour
remplir les fonctions suivantes [10] :

¢+ Protéger un composé fragile ou instable de son environnement,

¢+ Protéger l'utilisateur contre les effets secondaires du compose encapsule,

% Piéger un composé (ardbmes, solvants organiques, pesticides, huiles essentielles,
olyphénols...),

¢+ Modifier la densité d'un liquide,

¢+ Changer un liquide en solide,

¢ Isoler deux composés incompatibles qui doivent coexister dans le méme milieu,

¢+ Contrdler la libération du composé encapsulé

3.2. Méthodes d’encapsulation

La sélection de la méthode d'encapsulation dépend de I'application et des parameétres
specifiques, telles que la taille requise des particules, les propriétés physico-chimiques du noyau
et des matériaux de revétement, les mécanismes de libération, colt du processus, etc. Les
procédés d’encapsulation sont variés et il est nécessaire de les classer afin de convenablement
les sélectionner en fonction de la problématique traitée. Selon Benoit et al. (2013), ils peuvent
étre classés en trois groupes selon le principe technique : physico-chimiques, mécaniques,
chimiques (tableau 5) [47, 48].

Tableau 5 : Classification des procédés d’encapsulation

Types de procédé Mode d’encapsulation
Procédés Séparation de phases ou coacervation (simple ou complexe)
Physico-chimiques

Evaporation — extraction de solvant
Gélification thermique d’émulsions (hot melt)
Procédés Polycondensation interfaciale

chimiques Polymérisation interfaciale

Polymeérisation en milieu dispersé par voie
radicalaire ou anionique

Procédés Nébulisation/séchage (spray drying)
mécaniques Gélification ou congélation de gouttes (priling)

Enrobage en lit fluidisé (spray-coating)
Extrusion/sophronisation
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Les méthodes d'encapsulation les plus appliquées aux composés phénoliques sont les suivantes :
séchage par pulvérisation ou spray-drying, séchage par lyophilisation ou freeze-drying,
coaservation, encapsulation par inclusion, cocristallisation, nanoencapsulation, encapsulation

dans des liposomes, des émulsions ou des levures [42].

Nous allons détailler les méthodes d'encapsulation par séchage par atomisation (spray-drying)

ou par lyophilisation (freeze-drying).

3.2.1. Séchage par pulvérisation ou atomisation (spray-drying)

Le séchage par pulvérisation a éte utilisé des les années 30 pour encapsuler les arémes [42, 49].
Ce procédé est largement utilisé dans l'industrie pour la production de microsphéres ou
microcapsules, selon la nature initiale du liquide pulvérisé : solution, suspension ou émulsion
[10].

La technique de séchage par atomisation implique un appareil spécifique (figure 4), permettant
la formation de particules a partir d'une dispersion de composé actif dans une solution d'agent
de revétement [10, 50, 51, 52,53]. Tout d'abord, une formulation liquide contenant un agent
d'enrobage et I'ingrédient actif dans un solvant est atomisée en gouttelettes via, soit une buse
utilisant du gaz comprimé pour atomiser le liquide, soit un atomiseur rotatif utilisant une roue
tournant a grande vitesse. Ensuite, un gaz chauffé (air ou azote) est mis en contact avec la charge
atomisée a l'aide d'un disperseur de gaz, ce qui conduit a I'évaporation du solvant. Lorsque le
liquide de la gouttelette s'évapore rapidement, une particule se forme et tombe au fond de la
chambre. La poudre est récupérée des gaz d'échappement a I'aide d'un cyclone ou d'un filtre a
manches. Les particules obtenues ont une forme sphérique, avec une gamme de taille moyenne
de 10 a 100 um [10].

Les parametres influencant la technique de séchage par pulvérisation sont la géomeétrie de la

buse et la viscosité initiale de la solution [10].
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Figure 4 : Schéma de principe du procéde de séchage par atomisation de suspensions colloidales

(1) suspension, (2) systéme d’atomisation, (3) séchoir, (4) goutte colloidale, (5) goutte de gel
et (6) grain sec, (7) air chaud, (8) cyclone et autres systéemes de filtration ; (9) poudre et (10)

exemples de composants produits par malaxo-extrusion de la poudre produite. [54].

3.2.1.1. Avantages et Inconvénients

Le séchage par pulvérisation est une méthode de séchage tres rapide (15 a 30s) en raison de la
trés grande surface créée par I'atomisation de I'alimentation liquide. Il s'agit d'une méthode en
une seule étape et le processus peut étre conduit en continu. Cette technique est relativement
peu codteuse, flexible et conduit a la production de particules stables et de haute qualité, ce qui

en fait la technique la plus utilisée dans I'industrie alimentaire [10].

Par contre, peu de biopolymeres sont disponibles pour I’encapsulation par séchage par
pulvérisation. Cependant, ces biopolymeres peuvent étre modifiés chimiquement par
réticulation ou en ajoutant des groupes fonctionnels (acétylation et hydroxypropylation, entre

autres) afin de modifier leurs propriétés physiques et chimiques [55 ; 56 ; 57].

L’utilisation de la technique de séchage par pulvérisation pour 1’encapsulation des composés
phénoliques est généralement limitée par les températures trés élevée. La température d'entrée

d'air (100 a 600°C) joue un réle critique dans la dégradation des polyphénols pendant le séchage
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par atomisation. Par exemple, dans I'étude de I'encapsulation par séchage par pulvérisation
d'extrait de soja, une augmentation de la température d'entrée du gaz a conduit & un produit avec
une plus faible concentration de composé phénolique [55 ; 58]. En outre, une plus grande perte
d'anthocyanes a été observée lorsque la température d'entrée de l'air était plus élevée [55]. Par
conséquent, l'optimisation des conditions de séchage par pulvérisation, en particulier la
température de séchage, est essentielle pour un meilleur rendement en polyphénols encapsulés
[55 ; 59]. Le tableau 6 regroupe quelques exemples d’encapsulation des polyphénols par

séchage par pulvérisation.

Tableau 6 : Quelques exemples d’encapsulation par la technique de séchage par pulvérisation

Méthode Produits encapsulés Matériaux d’enrobage | Références
Extrait de feuilles Chitosane 60
d’olivier
Phénols d’extrait de Maltodextrine + 61
marc de cerise aigre gomme arabique

SECh? ge par Procyanidines de | Maltodextrine 40% + 62

pulvérisation ; o .

ou par pepins de raisin gomme arabique 60%

atomisation
Polyphénols d’extrait Maldodextrine+ 58
de soja amidon, ou + silice

(Tixosil 333)
Extrait de pomme et Caséinate de sodium + 63
de feuilles d’olivier Iécithine de soja
riche en oleuropeine

3.2.1.2. Stabilité au stockage des produits d’encapsulation par pulvérisation

La stabilité pendant le stockage des poudres encapsulées obtenues par pulvérisation dépend des
matériaux d’encapsulation, des conditions de séchage par pulvérisation, des types d'emballage

et du milieu de stockage (oxygéne, lumicre, humidité, température et activité de 1’eau) [64 ;

65].

Une basse température de stockage ainsi qu’une basse activité de l'eau conduisent a une
meilleure stabilité. Par exemple, une meilleure stabilité de stockage a été observée dans le cas
des extraits phénoliques de baies a une température de 1’ordre de 25°C et une activité de I’eau

de I’ordre de 0,33 [66].
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Comme dans le cas d’autres processus d’encapsulation, le séchage par pulvérisation ne peut pas
fournir 100% d’efficacité d'encapsulation. Cependant, la quantité des composés non encapsulés
(situés particulierement a la surface du matériau d’enrobage) peut étre minimisée. Une
meilleure efficacité d’encapsulation ne signifie pas forcément une meilleure stabilité lors du

stockage [65 ; 66].
3.3.2. Séchage par congélation ou lyophilisation (freeze-drying) [67]

La lyophilisation est I'un des procédés les plus utilisés pour la protection des molécules
thermosensibles. Il s'agit d'une opération de déshydratation a basse température consistant a
¢liminer par sublimation la majeure partie de 1’eau contenue dans un produit initialement
congelé. Ainsi, I’eau incluse dans le produit passe directement de 1’état solide a 1’état gazeux.

Trois phases peuvent étre identifiées lors de la lyophilisation (figure 5) :

(1) Congelation du produit. Le produit est congelé a basse température (-30 a -50°C). Cette
étape est déterminante car elle fixera les caractéristiques cristallines du systeme congelé et donc
la texture de la forme lyophilisée finale.

(2) Sublimation de la glace. Le produit congelé est ensuite introduit dans une enceinte de

séchage sous vide poussé (pression absolue : 100 Pa). L’eau s’évapore par sublimation.

(3) Désorption finale de 1’eau liée (dessiccation secondaire). Il s’agit d’extraire I’eau adsorbée

ou emprisonnée dans les microcapillaires.

Le lyophilisateur est généralement équipé d’une enceinte sous vide ou sont déposés les produits
a sécher, d’une pompe a vide, d’un panneau de commande (régulation de la pression et de la

température) et d’un condenseur afin de piéger la vapeur d’eau en glace (sublimation inverse).
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Figure 5 : Les différentes phases de 1’¢tat de 1’eau lors du procédé de lyophilisation [67]

3.3.2.1. Avantages et Inconvénients
La lyophilisation s'est avérée étre la méthode la plus appropriée pour sécher les substances
thermosensibles, minimiser les réactions de dégradation thermique, elle est donc plus

appropriée pour 1’encapsulation des composés phénoliques [27].

Cependant, ce processus présente certains inconvénients, tels qu’un long temps de séchage et
une importante consommation d'énergie. En outre, une comparaison a I'échelle industrielle a
montré que la lyophilisation est 30-50 fois plus chere que la technique de séchage par
atomisation [68]. La lyophilisation est donc généralement employée pour sécher des produits a

haute valeur ajoutée et qui contiennent des ardmes délicats (caf€, épices, pigments...).

3.3.2.2. Stabilité du produit lyophilisé

La stabilité du produit sec peut étre influencée par le type de solvant avec lequel il a été
lyophilisé. Ainsi il a été rapporté que la poudre de Caverject (Prostaglandine E1, medicament
possédant des propriétés vasodilatatrices) obtenue par lyophilisation a partir d'un systeme eau-
co-solvant (20 % v/v t-butanol) est beaucoup plus stable que celle obtenue a partir d'une simple
solution aqueuse. L'amélioration de la stabilité du produit semble liée a une nette augmentation
de la surface spécifique du produit sec (a peu pres 5 fois) obtenue en utilisant le systeme a base
de t-butanol [69].
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Il a été également rapporté que le Cefazolin sodium (antibiotique du groupe des
céphalosporines) lyophilisé a partir dun systtme a co-solvant (mélange alcool
isopropylique/eau) présente une stabilité chimique plus importante [69 ; 70]. En présence du
cosolvant, le Cefazolin sodium initialement amorphe cristallise pendant la congélation. La
lyophilisation couplée & un traitement thermique (recuit) favorise la formation de la phase
cristalline du produit, phase qui présente une meilleure stabilité.

L'utilisation de co-solvant organiques s'avére doublement bénéfique, d'une part, en raison de
temps de lyophilisation plus courts, et, d'autre part, du fait que I'on obtient un lyophilisat moins
collapsé. D'autres alcools a courte chaine carbonée tels que le méthanol, I'éthanol et le n-
propanol sont également connus pour avoir le méme effet sur le cefazolin sodium [69 ; 71]. Par
contre, dans certains cas, la lyophilisation a partir de co-solvant organiques peut donner des
systéemes moins stables, par exemple lors de la lyophilisation d'une protéine bovine a partir d'un
mélange eau/diméthyl sulfoxyde [69 ; 72]. Les résultats expérimentaux ont montré que la
protéine dissoute est dénaturée au point de réduire son activité enzymatique apres
reconstitution.

Les capsules de linoléate de menthyle obtenues par lyophilisation ont été mieux conservées
contre I’oxydation que celles obtenues par atomisation (spray-dring) et ceci quelle que soit
I’humidité relative [73].

Tableau 7 : Quelques exemples de composés phénoliques encapsulés par lyophilisation

Méthode Produits encapsulés Matériaux Références
d’enrobage
Marc de raisin (anthocyanes)  Maltodextrine DE 74
20
Extrait mar Maltodextrine 75

Lyophilisation (Rubus chamaemorus) riche  DE5-8 et DE18.5

en polyphénols

Curcumine B-cyclodextrine 76
Huile de mais Maltodextrine 77
Lycopéne Cyclodextrine 78
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4. Les matériaux de revétement ou d’enrobage ou d’encapsulation

Le principe actif (polyphénols, vitamines, huiles, caroténoides, enzymes, ardmes, probiotique)
[13-17] a protéger est piégé ou enrobé dans un revétement qui 1’isole du milieu extérieur. La
stabilisation des molécules bioactives se produit parce que le matériau de revétement agit
comme une barriere de perméabilité physique pour I'oxygene et d'autres espéces susceptibles
de diffuser. Par conséquent, la durée de conservation des produits encapsulés pourrait étre

prolongée [79].

Selon la nature et le type d’encapsulation, divers matériaux de revétement ont été utilisés pour
I'encapsulation, notamment les protéines, les glucides et les lipides [13 ; 18 ; 19 ; 80]. Le choix
de ces matrices dépend de facteurs liés aux objectifs et aux conditions d’utilisation du produit,

au procédé d'encapsulation et au colt d’utilisation [81].

Les systéemes a base de polysaccharides (par exemple, I'amidon) peuvent encapsuler une gamme
de molécules bioactives hydrophiles et hydrophobes, contrairement au systeme a base de
lipides. Les polysaccharides sont plus appropriés aux conditions de haute température,
contrairement aux systéemes a base de lipides et de protéines qui sont moins tolérants (fusion

des lipides, dénaturation des protéines).

L'amidon natif est généralement modifié par des méthodes physiques, chimiques ou
enzymatiques pour avoir les propriétés (par exemple, une hydrophobie accrue) pour différentes

applications, telles que 1’encapsulation et la libération contrdlée [13 ; 20 ; 24].

De par son faible colt, son absence de go(t et sa nature non-allergéne, I’amidon est souvent

sollicité pour encapsuler les molécules bioactives [13 ; 14 ; 16 ; 17 ; 82 ; 83 ; 84 ; 85].

Quelques études ont montré que les systétmes a base d'amidon donnent une efficacité
d’encapsulation plus élevée et une meilleure protection des ingrédients alimentaires (par
exemple, huile de lin et ardbmes) que les systémes a base de protéines et de gomme arabique
[13; 21 ; 86].

4.1. Généralité Amidon

4.1.1. Définition

L’amidon natif correspond au produit brut, extrait sans modification de la molécule. Il est
syntheétisé a partir du D-glucose, sucre simple produit pendant la photosynthése des plantes
[86]. L’amidon est un sucre de réserve chez les végétaux et une importante source glucidique

chez I’lhomme. Il peut se concentrer dans différentes parties des plantes : les racines, les bulbes
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ou les tubercules comme dans le cas de la pomme de terre et le manioc ; dans les graines comme
dans le cas du mais, du blé, du riz, etc. ; et dans la moelle de la tige : chez le sagoutier et le
zamier [24].

C’est un nutriment abondant, renouvelable, peu coliteux, qui trouve dans les aliments de
multiples fonctions comme épaississant, gélifiant, liant sous sa forme d’empois d’amidon
granulaire. Sous forme hydrolysée, I’amidon est utilisé comme matiére sucrante, liante ; il fait
partie des additifs alimentaires [57]. L’amidon est composé de deux types de polymeres de
glucose liés entre eux par des liaisons a-(1,4) glycosidiques : I’amylose (figure 6 A et C) et

I’amylopectine (figure 6 D et E) [87 ; 88 ; 89].

(B)

Amylopectine

(€) (D)

Liatson & (1-6)

Figure 6: Représentation schématique de la structure de I’amylose en hélice (A) et la structure
de I’amylopectine en arbre (B). Chaque rond bleu représente un résidu glucose [87]. Structure

chimique de I’amylose (C) et de I’amylopectine (D) [88 ; 89].
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4.1.2. Classification des amidons natifs

Les amidons natifs peuvent étre classés en quatre groupes (A, B, C et V) selon leur
diffractogramme (figure 7). Le type A est caractéristique des amidons de céréales (amidon de
blé et de mais cireux). Le type B se retrouve principalement dans des amidons de tubercules et
de céréales riches en amylose. Le type C correspond aux amidons des légumineuses. Il s’agit
d’un mélange des deux types cristallins A et B. Le type V est observé lors de la formation de
complexes entre I’amylose et divers composés (iode, alcools, cyclohexane, acides gras...) [88 ;

90].

Intensité de la diffraction
W

10 30

o
o

Angle de diffraction 26

Figure 7 : Diagrammes de diffraction des rayons X des types cristallins A, B, C et V d’aprés
Zobel [88 ; 91]

Les diffractogrammes des amidons du type A sont caractérisés par de grands pics autour de 15°,
17°, 18° et 23° tandis que ceux du type B ont de grands pics autour de 5° et 17° et de petits pics
autour de 22° et 24° [88; 92 ; 93; 94].

L’allure du spectre de diffraction des rayons X de I’amidon dépend de la teneur en eau des
grains au cours de la mesure. Plus I’amidon est hydraté, plus les raies du spectre s’affinent
jusqu’a une certaine limite. L’eau fait donc partie intégrante de I’organisation cristalline de

I’amidon [88].

29



4.1.3. Structure physique de I’amidon

L’amidon, aprés extraction a partir des organes de réserve des végétaux supérieurs et
purification, se présente sous la forme d’une poudre blanche insoluble dans I’cau froide. Cette
poudre est constituée d’entités microscopiques de 2 a 100 um de diametre selon 1’origine
botanique, nommées grains d’amidon. Les grains d'amidon ont une structure sphéroidique avec
une orientation moyenne radiale de leurs deux constituants macromoléculaires majeurs :
I'amylose et I'amylopectine.

Cette structure des grains d'amidon est faite de couches concentriques alternativement claires
et sombres entourant un centre plus foncé appelé « hile » qui est le centre initial de croissance
du grain (figures 8). Ces stries correspondent a une succession de zones dites « amorphes », peu
résistantes a I’hydrolyse, et de zones présentant une structure semi-cristalline comportant une
alternance de lamelles cristallines. Ces lamelles cristallines sont composées des chaines courtes
S (Shot) de Degré de Polymérisation (DP) d’environ 15, de I’amylopectine et de lamelles

amorphes composées en majorité des points de jonction des macromolécules d’amylopectine et

éventuellement d’amylose [95].

couche cristalline

couche semi-cristalline

pores surface du grain
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Figure 8: Schéma de la structure du grain d’amidon a différents niveaux d’organisation ; grain
entier, alternance de zones cristallines et amorphes, structure des unités cristallines (blocklet)
[92 ; 95].
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L’empilement des lamelles cristallines et amorphes forme des ensembles appelés blocklet d’une
taille comprise entre 300 et 500 nm qui s’assemblent pour constituer les couches cristallines
(figure 8) [96].

La grosseur, la forme et la structure des graines varient selon 1’origine botanique de 1’amidon
[92 ; 95]. En lumiére polarisée, les granules d’amidon ont la forme d’une croix noire dite «
croix de Malte ». Ce phénomeéne de biréfringence positive vient confirmer 1’organisation semi-
cristalline de ces granules. Les zones amorphes pourraient contenir des ensembles cristallins
composés d’amylopectine de structure identique mais de taille réduite, de 50 a 70 nm [90 ; 98].
Ces ensembles dispersés dans 1’amylose constituent avec les complexes amylose-lipides les
parties dites « amorphes » du granule. Le développement limité des blocklets pourrait étre lié a
la présence de I’amylose [88 ; 96].

L’analyse par diffraction des rayons X (DRX) montre que I’amidon est un polymére semi-
cristallin [88 ; 97].

4.1.4. Structure chimique de 1’amidon natif [88 ; 98]

L’amidon est a 98-99% essentiellement un homopolymeére de D-glucose dans sa conformation
chaise la plus stable (*C1), les groupements hydroxyles C2, C3, C4 et C6 étant en position
équatoriale. Les unités monomériques de D-glucose sont liées majoritairement par des liaisons
de type a-(1,4) (95-96%) et dans une moindre mesure par des liaisons de type a-(1,6) (4-5%).
Chague molécule possede en son extrémité C1 une fonction pseudo-aldéhydique réductrice. La
fraction glucidique est un mélange de deux polymeéres aux structures primaires tres différentes :
I’amylose, macromolécule essentiellement linéaire (figure 6 A et C) et ’amylopectine,

macromolécule ramifiée (figure 6 B et D).

Tableau 8 : Teneurs matiére séche (% MS) en amylose et en amylopectine d’amidons naturels
[88;99]

Source botanique Amidon Amylose Amylopectine
% MS
Pomme de terre 84 23 77
Manioc 80 20 80
Blé 70 28 72
Mais 75 25 75
Mais cireux* 75 0 100
Amylomais* 75 77 23
Petit pois mature 40 60
Banane 90 17 33

*obtenus par modifications génétiques
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4.1.4.1. Amylose

L’amylose est un polymeére essentiellement constitué d’unités de D-glucose liées par des
liaisons de types a-(1,4), de poids moléculaire variant entre 200 000 et 800 000 Daltons.
L’amylose contient en moyenne 500 a 6000 unités glucosyl en plusieurs chaines (1 a 20) et
d’un degré de polymérisation (DP) moyen de 500 [88 ; 100 ; 101]. Les variations dans la
morphologie des cristaux de I’amylose dépendent non seulement de 1’origine botanique mais
aussi des conditions d’extraction. Elles sont responsables de plusieurs propriétés de I’amidon,

notamment la synérese et la rétrogradation [88].

4.1.4.1.1. Amyloses V et complexes d’inclusion

L’amylose est susceptible de complexer des petites molécules hydrophobes mais également les
acides gras et les alcools. La gélatinisation de 1’amidon en présence d’agents complexants
permet a I’amylose de se réorganiser sous la forme de complexes cristallins de type V [102 ;
103].

4.1.4.1.2. Cristaux lamellaires de type allomorphiques V

Le terme générique V, V pour « Verklesterung » (re-précipitation), englobe ces différentes
structures complexées. L’amylose se présente le plus souvent dans une conformation
hélicoidale de 6 résidus par tour, I'avancée par résidu étant de 0,13 nm [104]. Une cavité
hydrophobe d’un diamétre de 0,45 nm est formée par ’arrangement des groupements (CH)
hydrophobes vers I’intérieur et des groupements (OH) hydrophiles vers 1’extérieur de I’hélice
(figure 9). La structure cristalline la plus connue est le type V6. Elle est caractérisée par une
maille orthorhombique (a=1,365 nm, b=2,370 nm, ¢=0,805 nm).

Figure 9 : Représentation schématique de la simple hélice d’amylose [105].
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4.1.4.1.3. Complexes Vs

V signifie ’arrangement en simple hélice de I’amylose, 6 le nombre de résidus glucose par tour
d’hélice. Les hélices sont séparées par un espace de volume variable ou peuvent se loger les
molécules complexantes, ce qui permet d’obtenir un classement en fonction de la poche inter-
hélice I, 11, 111 (figure 10 A). Trois grands types de structures ont été mis en évidence a partir
d’amylose précipitée avec de 1’éthanol, Ve [106], du butanol, Ve [107] et de ’isopropanol,
Ve [108]. Les complexes de type Ve et Ve ont également été mis en évidence par traitement
haute pression (500 MPa) d’amidon de féverole et de manioc avec de I’acide décanoique et du
carvacrol [109]. Ces trois grands types de complexes cristallins Vi, Ven, Ve présentent des
spectres de diffraction des rayons X caracteristiques (figure 10 B).

Les complexes amylose-ligands peuvent également étre mis en évidence par analyse
enthalpique différentielle. Sur les thermogrammes figure un endotherme aux environs de 100°C
(en exces d’eau) qui correspond a la fusion des complexes [110]. Ce pic endothermique
correspond a I’effondrement de I’arrangement cristallin du complexe, mais aussi a la
destruction de la simple hélice constitutive du composé d’inclusion. Ce qui explique la présence
de ce méme endotherme sur les thermogrammes des complexes amylose-lipides isolés sans

arrangement cristallin (complexes amorphes).

Ve

Vem

Figure 10 : Représentation schématique des lamelles cristallines des complexes amylose-ligand

de type VeI, Ve et Ve avec les diagrammes de diffraction des rayons X [106].
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4.1.4.2. Amylopectine

L’amylopectine est le principal constituant glucidique de 1’amidon (70-80%). 1l s’agit d’une
macromolécule ramifiée ou les unités de D-glucose sont principalement liées par des liaisons
de types a-(1,4) et quelques liaisons de types a-(1,6) (figure 6 D et E). L’amylopectine est
caractérisé par des masses moléculaires trés élevées (107 & 108 Daltons) qui dépendent de
I’origine botanique, du cultivar et des conditions physiologiques lors de la biosynthése [88 ;
111]. Une distribution trimodale, au minimum, des chaines constitutives d’amylopectine a été
mise en évidence avec : des chaines courtes (S, short) de DP moyen 15-20 ; des chaines longues
(L, long) de DP moyen 40-45 ; des chaines de DP moyen supérieur a 60 [88 ; 112].

Les différences structurales dues a ’origine botanique portent essentiellement sur le rapport
chaines L / chaines S qui est de I’ordre de 5, pour les amylopectines des tubercules, et de 8 a 10

pour les amylopectines des céréales [88 ; 113].

5. Traitement thermique de I’amidon

5.1. Comportement des granules d’amidon hydratées aux faibles températures

Le comportement de I’amidon en milieu hydraté dépend surtout de sa teneur en eau initiale. Les
amidons sont traditionnellement commercialisés avec des teneurs en eau de 12 a 13% pour ceux
des céréales, du manioc ou du pois, et 18 a 19% pour celui de la pomme de terre. L.’amidon
contient une quantité d’eau variable en équilibre avec I’humidité relative du milieu [88 ; 114].
Les quantités d’eau absorbées sont de I’ordre de 40 a 54%. Cette absorption s’accompagne d’un
gonflement radial des granules. Pour I’amidon de mais cireux, I’accroissement du diametre des
granules est de 80% et le volume est multiplié par 6. L eau serait essentiellement absorbée par
les parties dites « amorphes » du granule et le gonflement de ces zones provoquerait I’expansion
radiale des granules. L’étude de la localisation de ’amylose dans le granule a amené [88 ; 115]
Atkin et al a proposer le modéle présenté sur la figure 11 ou le gonflement de la fraction
amorphe est simulé pour des amidons a teneur croissante en amylose, soit 0% pour 1’amidon
du mais cireux, 21% pour ’amidon de pomme de terre et 70% pour I’amidon de I’amylomais.
De la figure 11, il ressort que le gonflement du granule est d’autant plus élevé qu’il contient
plus d’amylose, du fait que I’eau est absorbée par la partie amorphe du granule dont la taille est

étroitement liée a la teneur en amylose [88 ; 115].
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Figure 11 : Comportement des granules d’amidons a teneurs croissantes en amylose sous

différents traitements [88 ; 112].

Le comportement des granules d’amidon varie en fonction de la température. A température
ambiante, les grains d’amidon sont insolubles dans I’eau (dans la gamme de pH compris entre
3 et 10) et ne présentent qu'un faible intérét technologique (gants chirurgicaux, coffrage en
confiserie...), tandis qu’aux températures plus €levées (température de gélatinisation) I’amidon
passe successivement par trois états : gonflé, gélatinisé et solubilisé (ou empois). Au cours du

refroidissement I’amidon va donner un gel (figure 13) [116 ; 117].

5.2. La gélatinisation
La gélatinisation est la transformation la plus remarquable que subissent les amidons pendant
leurs traitements thermiques en milieu aqueux. Elle est caractérisée par une série de processus

de désorganisation structurelle accompagnée d'infiltration d'eau [118].

5.2.1. Mécanisme de la gélatinisation

La gélatinisation commence au niveau du hile et se propage rapidement vers la périphérie et le
granule gonfle. La gélatinisation se produit d'abord dans les régions amorphes, car les liaisons
hydrogene sont affaiblies dans ces domaines [119]. Par ailleurs, il existe une température

critique variable avec la structure de I’amidon ; au-dessus, la dispersion est irréversible ; en
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dessous, elle est réversible [120]. Copeland et al. ont montré que la température de
gélatinisation de la plupart des amidons, déterminée par calorimétrie différentielle a balayage,
est comprise entre 60 et 80 °C [121]. Le tableau suivant regroupe les températures de

gélatinisation de I’amidon selon 1’origine botanique.

Tableau 9 : Température de gélatinisation de 1’amidon selon 1’origine botanique [99]

Origine botanique de I’amidon Plage de gélatinisation °C
Mais 60-72
Blé 60-65
Manioc 52-64
Pomme de terre 58-66
Sorgho 68-75

La microstructure des empois d’amidons a été observée par microscopie électronique a
balayage. A la méme température de cuisson, les amidons de différentes sources botaniques

présentent différentes microstructures (figure 12) [122].

65°C 70°C 75°C

Figure 12 : Images MEB des empois d’amidons de : blé (A), pomme de terre (B)
[122].

Du point de vue macroscopique, le chauffage se traduit par la modification de la viscosité et de
la texture des empois d’amidon [123 ; 124]. Il est important de noter que la gélatinisation de

I’amidon par cuisson le rend plus soluble et beaucoup plus digestible par les enzymes
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amylolytiques [99], car une action enzymatique est plus facile en milieu homogeéne qu’en

présence de deux phases [125].

S
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Figure 13 : Différents états du grain d’amidon placé en présence d’un excés d’eau et soumis

au chauffage-refroidissement [88 ; 126].
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Figure 14 : Courbe de transformation hydrothermique d’un grain d’amidon lors de la cuisson

et du refroidissement [112].

5.3. Rétrogradation et gélification
La rétrogradation désigne les réorganisations structurales (ou recristallisation) qui s’operent

lors du refroidissement d’une dispersion d’amidon déstructuré lorsque la température de
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traitement est supérieure a la température de transition vitreuse (Tg). Ces solutions d’amidon
obtenues a la suite d’un traitement thermique aux environs de 100°C en présence d’un exces
d’eau sont instables a la température ambiante. Au cours du refroidissement, les
macromolécules se réorganisent, ce qui donne lieu au phénomeéne de rétrogradation (figure 13
et 14).

La gélification de I’amidon est un phénomeéne essentiellement initié par un abaissement de
température, induisant elle-méme une diminution de solubilité des polymeéres. Les gels ainsi

obtenus sont des structures poreuses [88 ; 127].

5.3.1. Les mécanismes de rétrogradation et de gélification

La formation d’un gel d’amidon s’effectue en deux étapes d’aprés Miles, Morris et Ring [88 ;
128]. Il y a d’abord une séparation de phases de type polymére-polymere et polymere-eau qui
a lieu a des températures inférieures a 90°C. Elle résulte d’une part de I’'incompatibilité de
I’amylose et de I’amylopectine en solutions trés concentrées (concentration 2 3% P/V), et
d’autre part d’une interaction défavorable des polymeéres avec I’eau. La deuxiéme étape consiste
en une réorganisation des portions de chaines linéaires d’amylose ou de grappes de chaines
d’amylopectine. Il s’agit de la recristallisation ou rétrogradation proprement dite.

Cette réorganisation se caractérise d’abord par une transition du type pelote statistique au
niveau de la double hélice des segments de chaines polymeres et ensuite par une cristallisation
par empilement de chaines [88 ; 116]. Les gels sont donc formés de deux phases de plus de
70% du méme polymere. La composition de chacune des deux phases dépend principalement
du degré de gélatinisation et du rapport amylose/amylopectine dans le grain d’amidon [97 ;
115; 129].

6. Les amidons modifiés et leurs propriétés

Les amidons modifiés sont des amidons natifs qui ont été modifiés, soit chimiquement, soit
physiquement afin d'améliorer leurs propriétés fonctionnelles (viscosité, apparence et
morphologie, résistance aux enzymes, etc.) pour un usage spécifique. Les modifications
chimiques peuvent se faire avec diminution ou augmentation de la masse molaire, et ce par
hydrolyse ou désestérification, par stabilisation en introduisant des groupements chimiques a la
place des fonctions hydroxyles et par fonctionalisation en greffant des groupements
hydrophobes [97 ; 130]. Les modifications physiques découlent de réarrangements moléculaires
ou de la cristallisation de I’amidon dans des conditions d’humidité relative et de température

entre les températures de transition vitreuse et de fusion : ce sont 1’annealing et le Heat Moisture
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Treatment (HMT) [97 ; 130]. Suite a ces traitements thermiques, les amidons présentent des
températures de gélatinisation plus élevées (2 a 5 °C par rapport a 1’amidon natif) et un
gonflement moins important. Des amidons modifiés résistant a 1’alpha-amylase sont utilisés
dans les formulations alimentaires diététiques telles que les cookies ou les muffins. De plus, les
amidons modifiés ont servi de matrice d’encapsulation d’aromes tels que I’oléorésine [130 ;
131], le cumin [130 ; 132] et les ardmes de poulet roti (benzaldéhyde, dimethyltrisulfure, acide

2-mercaptopropionique et benzothiazole) [132 ; 133].

7. Choix de la technique et du matériau d’encapsulation

Dans le cadre de cette thése, nous avons utilise le procédé de lyophilisation pour encapsuler le
tyrosol et les composés phénoliques du grignon d’olive. Il s’agit de la technique la plus
appropriée pour I’encapsulation des molécules thermosensibles dans une solution aqueuse [47].
Elle permet une conservation a long-terme grace a I’abaissement de 1’activité de 1’eau du
produit. La plupart des propriétés initiales de la matiere premiere, telles que la forme, les
dimensions, 1’apparence, le gott, la couleur, la saveur, la texture et I’activité biologique sont
conservées [134]. L’amidon de pomme de terre a été choisi comme matériau de revétement
dans I’encapsulation du tyrosol et des composés phénoliques, parce qu’il est bon marché, non

allergéne et sans saveur.
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1. Mateériels

Produits : amidon de pomme de terre (CAS 9005-25-8 ; pH 5.0-7.5), tyrosol (2-(4-
hydroxyphenyl) éthanol, 98%), acide gallique (98%), eau distillée, a-amylase de pancréas de
porc proviennent de Sigma-Aldrich, eau pour HPLC de VRW CHEMICAL, éthanol absolu
anhydre de CARLO ERBA, solution tampon (potassium dihydrogen phosphate, pH 7) de
Certipur, poudre de grignon d’olive de GRAP SUD.

2. Méthodes

2.1. Gélatinisation de I’amidon de pomme de terre par chauffage conventionnel (chauffage
par conduction) et chauffage sous micro-ondes

2.1.1. Chauffage par conduction

a) Principe

Le processus de transfert de chaleur par conduction s’appuie sur un milieu matériel sans
mouvement de matiere et est di a des phénoménes physiques microscopiques (agitation des
atomes ou des molécules, flux d’électrons libres...). Il peut &tre vu comme un transfert d’énergie
des particules les plus énergétiques (les particules chaudes qui ont une énergie de vibration
¢levée) vers les particules les moins énergétiques (les particules froides d’énergie de vibration
moins élevée), di aux collisions entre particules. Dans les solides, le transfert d’énergie peut
également se produire sous I’effet du déplacement d’électrons libres dans le réseau cristallin
(par exemple pour les métaux). Ainsi les bons conducteurs d’électricité sont en général

également de bons conducteurs de la chaleur [135].

b) Protocole

1g d’amidon est introduit dans un ballon de capacité 100 mL avec 10 mL d’eau distillée, équipé
d’une sonde de température (figure 15). Le ballon est déposé dans un cristallisoir métallique
rempli & moitié de sable bien sec, chauffé sur plague chauffante (Plaque Chauffante Stuart
US152 avec Agitateur et Thermometre a contact avec sonde, Stuart® SCT1). L’amidon chauffé
passe d’un aspect trouble de coloration blanc laiteux entre 20 et 45°C, a transparent entre 40 et
75°C. Lors du chauffage, la température est relevée toutes les 5 min. L’amidon est ainsi chauffg,
jusqu’a 100°C.

L’amidon est par la suite refroidi a température ambiante, toujours en relevant la température
afin d’observer le phénomeéne de rétrogradation, qui se manifeste par un aspect trouble et

gélatineux de I’amidon. La cinétique correspondant aux phases de gélatinisation et de
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rétrogradation de I’amidon de pomme de terre par chauffage conventionnel est représentée en

figure 16.

Figure 15 : Systéme de chauffage par conduction thermique de I’amidon de pomme de terre.
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Figure 16 : Cinétique de gelatinisation - rétrogradation de I’amidon de pomme de terre lors

d’un chauffage par conduction.
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2.1.2. Chauffage sous micro-ondes

a) Principe

Le chauffage par micro-ondes se fait par interactions de la composante électrique de 1’onde
électromagnétique avec les molécules. Il proceéde par un mécanisme de polarisation dipolaire
des molécules présentant un moment dipolaire différent de zéro (exemple : eau et autres
solvants polaires, acides) ou par conduction ionique des ions en phase liquide ou incrustés dans
les interstices. Ce phénomene est lié au déplacement des charges positives et négatives sous
I’influence du champ ¢électrique. L’ensemble des molécules tend a s’orienter en fonction des
lignes de champ et sont de ce fait soumises a des rotations et vibrations. Le dégagement de
chaleur a I’intérieur du matériau résulte de la friction ainsi produite. Par rapport au chauffage
classique, I’échauffement du milieu se traduit par un dégagement instantané de chaleur au cceur

de la masse et la répartition finale de température est plus réguliére [136].

b) Protocole

1g d'amidon est introduit dans un ballon de capacité 100 mL avec 10 mL d'eau distillée puis
dans le four a micro-ondes (Daewoo-KOG-1N4A), I’amidon est chauffé pendant 1.5 min a une
puissance de 800 W. La température est prise a 1’aide d’un thermomeétre numérique (Hanna
Instruments™ Thermomeétres numériques Checktemp), toutes les 10 s. La température
maximale (100°C) est obtenue au bout de 1.5 min de chauffage. La figure 17 représente la

courbe de gélatinisation de I’amidon de pomme de terre sous chauffage micro-ondes.

L’intérét du chauffage sous micro-ondes réside dans la réduction considérable du temps de

gélatinisation de I'amidon 1.5 min vs. 45min sous chauffage conventionnel.
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Figure 17 : Cinétique de gélatinisation de I’amidon de pomme de terre lors d’un chauffage
sous micro-ondes.
3. Encapsulation du tyrosol dans I’amidon de pomme de terre

3.1. Structure chimique du tyrosol

Le tyrosol, également connu sous le nom de 2-(4-hydroxyphényl) éthanol ou 4-(2-
hydroxyéthyl) phénol, est 1'un des phénols les plus simples trouvés dans I’huile d’olive, ainsi
gue dans ses déchets (margines et grignon) [137]. Le tyrosol a été choisi comme phénol modele
dans notre étude, car il est facile a manipuler, soluble dans I’eau, résistant a la chaleur et peu

couteux (par rapport a I’hydroxytyrosol).

OH

HO

Figure 18 : Structure chimique du tyrosol (2-(4-hydroxyphenyl) éthanol)
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3.2. Chauffage par conduction

a) Protocole

19 d’amidon est gélatinisé par chauffage conventionnel, comme précédemment décrit. Apres
que la température ait atteint sa valeur maximale (100°), elle est rapidement ramenée a 75°C.
Parall¢lement, 0,1 g de tyrosol est dissous dans 5 mL d’eau distillée puis la solution est ajoutée
a I’amidon maintenu sous agitation a 75°C. Le complexe amidon/tyrosol est maintenu sous

agitation a 75°C pendant 1h30, puis refroidi & température ambiante.

3.3. Lyophilisation

Le ballon contenant le complexe amidon/tyrosol est d’abord immergé dans de 1’azote liquide (-
196°C) jusqu’a congélation compléte (5 a 10 min), puis mis au lyophilisateur pendant 24h
(Cryotec, gamme cosmos) dont la température est préalablement fixée a -80°C et la pression a
40 mtorr. Les lyophilisats obtenus sont broyés a 1’aide d’un moulin a café (Bosch Noir série
MKM6003) puis conservés dans un dessiccateur jusqu’a leur utilisation. Toutes les expériences

ont éte réalisees en triplicata.

3.4. Chauffage sous micro-ondes

a) Protocole

1g d’amidon est gélatinisé par chauffage sous micro-ondes pendant 1.5 min. Ensuite le ballon
est immédiatement transféré dans un bain de sable dont la température est maintenue a 75°C.
La solution de tyrosol (0,1 g dans 5 mL) est ajoutée a I’amidon gélatinis€ maintenu sous
agitation et a 75°C. Le complexe est agité pendant 1h30 puis refroidi a température ambiante.
La lyophilisation est réalisée de la méme facon que précédemment. Les expériences ont été
réalisées en triplicata. La figure 19 représente le lyophilisat amidon/tyrosol aprés 24h de

lyophilisation.
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Figure 19 : Complexe amidon/tyrosol obtenu aprés 24h de lyophilisation

3.5. Rendement brut
Le rendement brut est le rapport entre la masse finale du complexe amidon/tyrosol aprés
lyophilisation et la masse totale de matiére (amidon + tyrosol) engagée dans la préparation.

m (amidon/tyrosol)

0, = X
Rdt(%) m initiale(amidon/tyrosol) H00

3.6. Caractérisation des poudres (chauffage conventionnel et chauffage sous micro-ondes)
La caractérisation des lyophilisats a été effectuée selon le protocole de Robert et al. [55] avec

guelques modifications.

3.6.1. Ringage a 1’éthanol

Cette opération a pour but d’éliminer le tyrosol simplement adsorbé (faiblement 1i€) a la surface
de la matrice d’amidon et qui peut donc étre considéré comme non-encapsulé. Cinquante mg
de lyophilisat sont dispersés dans 2 mL d’éthanol, puis le mélange est centrifugé au vortex
(BioCote SAS8, Stuart) pendant 2 min et filtré sur PTFE 0,45 pum. La solution obtenue est

conservée a 4°C. L’expérience a été reproduite trois fois.
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3.6.2. Hydrolyse acide de I’amidon

Cette opération a pour but de libérer la totalité du tyrosol, qu’il soit encapsulé ou non. Vingt-
cinq mg de lyophilisat sont dispersés dans 2 mL d’acide chlorhydrique 6M, puis le mélange est
centrifugé au vortex (BioCote SA8, Stuart) pendant 2 min et filtré sur un PTFE 0,45 pum. La

solution obtenue est conservée a 4°C. L’expérience a été reproduite trois fois.

Les filtrats obtenus dans ces deux étapes (ringcage et hydrolyse) sont analysés par spectroscopie
UV-visible (Agilent 8453 UV-Visible spectrophotometer) afin de doser le tyrosol. Auparavant,
une courbe d’étalonnage est réalisée a partir du tyrosol. A partir d’une solution de 13,7 mg de
tyrosol dans 1,5 mL d’eau distillée, une gamme de concentrations de 1.6x10* a 8.6x10* M est
préparée. Les spectres UV-visible sont enregistrés et 1’absorbance a 275 nm est tracée en

fonction de la concentration de tyrosol (Annexel).

3.7. Détermination de I’efficacité d’encapsulation
L’efficacité¢ d’encapsulation est par définition le pourcentage de la masse de substance

encapsulée par rapport a la masse de substance introduite initialement.

Elle a été calculée selon la formule suivante :

m(tyrosol total) — m(tyrosol surface)
EE (%) = X1
(%) m(tyrosol total) 00

3.8. Analyse au Microscope Electronique a Balayage (MEB) équipé de sondes EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy)

L’observation des lyophilisats du complexe amidon/tyrosol au microscope é€lectronique a
balayage (MEB) a été effectuée au centre de microscopie électronique de la Faculté des
Sciences de I’Universit¢ Mohamed V, Rabat Agdal.

a) Principe
La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron Microscopy en
anglais) est une technique basée sur le principe des interactions électrons-matiére, capable de
produire des images en haute résolution de la surface d’un échantillon pouvant atteindre
quelques nanometres d’épaisseur. La MEB consiste en un faisceau d’€lectrons balayant la

surface de I’échantillon a analyser, qui en réponse réémet un spectre de particules : électrons
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secondaires, électrons rétrodiffusés, électrons Auger et rayons X. Ces différentes particules

apportent différents types d’information sur la matieére dont est constitué¢ 1’échantillon :

¢ Les électrons secondaires permettent d’obtenir des renseignements sur la topographie
de I’échantillon.

% Les électrons rétrodiffusés sont responsables du contraste de phase et permettent de
mesurer ’homogénéité chimique de I’échantillon.

¢ Les électrons Auger et les rayons X permettent d’obtenir des informations sur la nature
chimique de I’échantillon.

La spectroscopie par dispersion en énergie des rayons X (EDX ou EDS) donne une information

qualitative (identification des éléments présents dans le matériau) ou semi-quantitative sur le

contenu chimique. Cette technique est basée sur 1’analyse du rayonnement émis lors de la

désexcitation des molécules. Chaque longueur d’onde des photons émis est caractéristique

d’une transition électronique et donc d’une espéce chimique. Il est également possible d’accéder

a la localisation des différents éléments au sein du matériau (cartographies). Les résultats sont

exprimés sous forme de spectres d’énergie en rayonnement X. Les logiciels informatiques qui

gerent I’acquisition des données permettent également la déconvolution des différentes raies

observées.

b) Protocole
Les lyophilisats ont été analysés a 1’aide du microscope électronique a balayage JSM-it 100

constitué de trois parties :

- I’unité centrale (figure 20) qui contient la partie électronique, la chambre a échantillon et la

colonne électronique.

- la pompe a rotation (figure 21 A) branchée a I’unité centrale pour créer le vide au niveau de

la colonne électronique et de la chambre a échantillon.

- la partie informatique (figure 21 B) qui contient un moniteur pour traiter les signaux provenant

du détecteur EDS et un ordinateur équipé du logiciel Intouch qui pilote I’appareil.
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Figure 20 : Unité centrale du MEB

A B
Figure 21 : (A) Pompe a rotation ; (B) Partie informatique

Les échantillons ont été fixés sur le porte-échantillon a I’aide d’un autocollant puis placés dans

la chambre du MEB. Les paramétres d’analyse sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 10 : Conditions d’analyse MEB

Mode Tension Distance e- | Spot size Pression grossissement
imagerie d’accélération | /surface Ech
MEB 20 KV 11 mm 30 HV 25000
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s EDXou EDS
A D’aide de I’analyse EDS, on peut déterminer la nature des éléments chimiques de la surface
de I’échantillon mais aussi effectuer une analyse quantitative pour déterminer le pourcentage
massique et atomique de chaque ¢élément chimique a la surface de 1’échantillon.
Ainsi, la composition chimique de surface des différents échantillons est représentee sur les

spectres correspondant aux figures (chauffage conventionnel et chauffage sous micro-ondes).

3.9. Relargage du tyrosol par digestion enzymatique

3.9.1. Encapsulation et relargage controlé

L’un des aspects les plus importants dans 1’encapsulation est le controle du relargage des
composés encapsulés. Quand les produits encapsulés sont des composés thérapeutiques ou
nutraceutiques sensibles, le vecteur ou la matrice doit permettre de les protéger contre la
dégradation mais doit pouvoir aussi les transporter et les libérer sur des cibles particuliéres afin
d’optimiser leur biodisponibilité et leur efficacité. La matrice d’encapsulation doit donc fournir
une barriere contre la diffusion et la fuite des composes bioactifs vectorisés et doit empécher

I’accés des enzymes digestives a ces composés [130 ; 138].

La libération contrdlée du tyrosol a été réalisée selon le protocole utilisé par Guaquere-Parker

et al. [139] avec une légére modification.

3.9.2. Procédure expérimentale
Une solution d'alpha-amylase de pancréas de porc (Sigma-Aldrich), de concentration 13 mg/L,

a été préparée dans de I'eau pour analyse HPLC, puis stockée au réfrigérateur avant tout usage.

3.9.3. Expérience de contréle

Quatre-vingt-dix mg de lyophilisat sont placés dans un bécher de capacité 125 mL puis 90 mL
d'eau et 10 mL de tampon phosphate (Certipur®, Supelco®, pH 7) sont ajoutés. Le mélange
réactionnel est ensuite placé dans un bain-marie a température contrélée (24°C ou 37°C).
Toutes les 10 min un prélévement est effectué¢ pendant 1h. La lecture de I’absorbance a 275 nm

est effectuée au spectrophotometre UV-visible.

3.9.4. Hydrolyse enzymatique
Quatre-vingt-dix mg de lyophilisat sont placés dans un bécher de capacité 125 ml, puis 85 mL
d'eau, 5 mL de solution d'alpha-amylase (préparée comme décrit ci-dessus) et 10 mL de tampon

a pH 7 sont ajoutés. Le mélange reactionnel est ensuite placé dans un bain-marie a température
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contr6lée (24°C ou 37°C) et toutes les 10 min un prélévement est effectué pendant 1h. La lecture
de I’absorbance a 275 nm est effectuée au spectrophotométre UV-visible (figure 26 A et B).

4. Encapsulation des biophénols du grignon d’olive

4.1. Description du Grignon d’olive [140]

L'extrait d'olive fabriqué par GRAP'SUD et standardisé en composés phénoliques provient
d'olives des moulins environnants en plein cceur du département du Gard. Il présente des teneurs

garanties en tyrosol et hydroxytyrosol voir fiche technique (Annexe 9).

Les phénols d'olive Olivex® sont principalement utilisés pour les applications suivantes :

compléments alimentaires, alimentation fonctionnelle, cosmétique.

Figure 22 : Poudre de grignon utilisé dans I’encapsulation des biophénols par I’amidon de

pomme de terre http://www.grapsud.com) [140]

4.2. Caractérisation du grignon d’olive

Avant encapsulation de ses composes phénoliques, le grignon d’olive (GRAP’SUD) a d’abord
été caractérisé : 100 mg de poudre de grignon sont dissous dans un mélange eau/éthanol (80/20
v/v) soit 3mL d’eau et 2mL d’éthanol. (Annexe 3-7)

L’analyse chromatographique liquide ultra-performante (UPLC) a été réalisée au sein de
I’UMR SQPOV Avignon Université - INRAE. Il s’agit d’un systtme ACQUITY UPLC®
(Waters Corp., Milford, MA, USA) relié simultanément a un détecteur a barrettes de diodes
190-800 nm (UPLC DAD, Waters, Milford, MA, USA) et a spectrometre de masse Bruker
Daltonics HCT Ultra lon Trap MS équipé d'une source d'ions de type electrospray (UPLC DAD
/ ESI-MSn).
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Une colonne ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, i.d, 1,7 um ; Waters Corp.,
Milford, MA, USA) est utilisée dans la séparation des composés phénoliques. Le piege a ions
fonctionne en mode Ultra Scan de m / z 100 a 800. La cible ICC a été fixée a 100 000 avec un
temps d'accumulation maximal de 50 ms. De l'azote (99,99%) a été utilisé comme gaz de
désolvatation. L'ionisation a été realisée en utilisant une source ESI en mode négatif. Les
parametres de la source d'ionisation ont été réglés comme suit : température séche 365°C,
pression du nébuliseur 50 psi, débit de gaz sec 9 L min™, tension capillaire -2 kV. Les pics
chromatographiques ont été identifiés a I’aide d’étalons du commerce (standards)
préalablement injectés (Annexe 3-8). La quantification a été réalisée par intégration des pics
dans le chromatogramme DAD. En I’absence de standard authentique, la concentration du

composé est exprimée en équivalent standard.

Les conditions d’injection sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11 : Conditions d’analyse UPLC-DAD

Eluants % A dans Durée Débit T°C Volume
gradient (min) (mL/min) | colonne | d’injection
(HL)

99 - 80 0-10

A:0,1% 0,3 35 5

HCOzH dans 80-70 10-125
H-0
B : MeCN 70-0 12,5-13,5

4.3. Pre-traitement par pétrissage (kneading)

L’insolubilité du grignon d’olive dans I’eau nous a amenés a recourir a la technique de kneading
ou pétrissage, qui est aussi une technique d’encapsulation dont le principe consiste a mélanger
le matériau d’encapsulation, en occurrence 1’amidon et 1’extrait, avec de petites quantités
d’éthanol ou d’eau a I’aide d’un mélangeur [141 ; 142]. C’est une méthode qui convient aux
composés peu solubles dans 1’eau puisque les composés se dissolvent lentement en formant des
complexes d’inclusion [141 ; 143]. La technique de kneading est couramment utilisée pour
I’encapsulation des composés thermosensibles car elle ne necessite pas de chauffage [141 ;
144 ; 145].

Protocole
1g d'amidon est introduit dans un ballon de capacité 50 mL avec 100 mg de poudre de grignon,
un petit volume d’eau est ajouté au mélange sec, de telle sorte a obtenir une pate avec une

texture fluide. L'ensemble est mélangé pendant 2h30 a I’évaporateur rotatif (LABOROTA 4001
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Heidolph, 30 trs / min) sans chauffage. A la fin du pétrissage, le volume d'eau est complété a
15 mL et le mélange amidon / poudre de grignon est ensuite chauffé sous micro-ondes pendant
1.5 min sous une puissance de 800 W. Le ballon est ensuite transféré dans un bain de sable
préchauffé a 75°C. Le mélange amidon/poudre de grignon est maintenu sous chauffage et sous

agitation pendant 1h30.

L’étape de lyophilisation est similaire a celle du complexe amidon/tyrosol. Le dosage des
composés phenoliques, ainsi que leur identification dans les fractions rincée et hydrolysée, ont
été réalisés par UPLC-DAD-MS selon les conditions décrites précédemment. L’efficacité
d’encapsulation a ¢été déterminée selon la formule utilisée dans le cas du complexe

amidon/tyrosol. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicatas.

L’analyse morphologique des lyophilisats amidon/phénols, ainsi que la poudre de grignon avant
encapsulation (poudre de grignon de départ), a été également réalisée au microscope
¢lectronique a balayage équipé de sondes EDS, selon le méme protocole d’analyse que les

lyophilisats du complexe amidon/tyrosol.
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Resultats Et Discussion
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1. Gélatinisation de I’amidon de pomme de terre par chauffage conventionnel et par chauffage
sous micro-ondes

1.1. Chauffage par conduction

La gélatinisation de I’amidon par chauffage conventionnel a été efficace mais a pris
énormément de temps. Environ 45 min de chauffage ont été nécessaire avant 1’observation de

la phase de gélatinisation de I’amidon.

1.2. Chauffage sous micro-ondes
Ce type de chauffage est trés utilisé car la durée du procedé est réduite, ce qui a été observé
dans notre étude. Le temps de gélatinisation de 1’amidon sous micro-ondes (1.5 min) est environ

30 fois plus court que par chauffage conventionnel.
2. Encapsulation du tyrosol

2.1. Rendement et efficacité d’encapsulation

2.1.1. Rendement brut
Le rendement brut concerne la quantité de poudre qu'il est possible de récupérer par rapport a
la matiére premiére initiale utilisée (amidon + tyrosol). Les rendements obtenus lors de la

formation des complexes sont rassemblés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 12 : Rendement brut de récupération du complexe tyrosol - amidon

Type de chauffage Masse totale Masse du lyophilisat (g) Rendement brut (%)
initiale (g) a)
Conventionnel 1,150 £ 0,034 1,008 £ 0,033 86,96 + 0,07
Micro-ondes 1,125 + 0,151 0,854 + 0,048 75,89 £ 0,14

a) Amidon + tyrosol

Ses résultats sont satisfaisants, toutefois on note une différence de rendement d’environ 10%
entre le chauffage conventionnel et le chauffage sous micro-ondes qui peut étre expliquée par
le fait que le protocole sous micro-ondes implique plus de manipulation (voir partie

expérimentale).
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2.1.2. Efficacité d’encapsulation
L’efficacité d’encapsulation du tyrosol correspond au pourcentage de tyrosol réellement
incorporé dans la matrice d’amidon (et non simplement adsorbé). Les résultats obtenus dans le

cas des deux types de chauffage sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 13 : Efficacité d’encapsulation (rapport massique tyrosol/amidon = 1:10)

Type de tyrosol total a) tyrosol Tyrosol EE (%) d)
chauffage de surface b) encapsulé c)

Conventionnel 0,83+0,01 0,43 +0,03 0,40 £ 0,04 48,2+ 0,2

Micro-ondes 0,70 £ 0,03 0,17 £ 0,02 0,53 £ 0,05 75,7%+0,3

a) quantifié apres hydrolyse acide du lyophilisat (en pumol/g lyophilisat), b) quantifié dans la fraction éthanolique de lavage du
Iyophilisat (en pmol/g lyophilisat), c) tyrosol total — tyrosol de surface (en pmol/g lyophilisat), d) tyrosol encapsulé / tyrosol
total (en %).

On note que D’efficacité d’encapsulation dans le cas du chauffage sous micro-ondes est
superieure a celle obtenue sous chauffage conventionnel, ce qui peut étre expliqué par une
meilleure gélatinisation de I’amidon sous chauffage micro-ondes. En effet, la gélatinisation est
la phase qui correspond au « désenroulement » de la double hélice d’amylose, une étape critique
dans la formation des complexes d’inclusion (ou complexe de type V) avec les composés

bioactifs le plus souvent de petites tailles et hydrophobes.

Ainsi, le chauffage sous micro-ondes est retenu dans la gélatinisation de I’amidon de pomme
de terre pour encapsuler les composés phénoliques du grignon d’olive par la technique de

lyophilisation.
Pour comparaison, voici quelques valeurs d’efficacité d’encapsulation de la littérature :

- acide gallique + amidon de pomme de terre (a faible teneur en dextrose, modifié¢ a I’acide) :

65 - 79% par lyophilisation, 70 - 84% par atomisation [146],

- huile de pépins de raisin + mélange de gomme arabique et de maltodextrine : 88% par

atomisation [63],
- jus de poire de cactus (figue de Barbarie) + inuline natif : 50 - 81% par atomisation [55],

- extrait de feuilles d’olivier + chitosane : 27% par atomisation [147].
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2.2. Analyse au MEB équipé de sonde EDS des lyophilisats du complexe amidon/tyrosol

2.2.1. Analyse MEB
La microscopie électronique a balayage (MEB) a été utilisée pour évaluer les principales

caractéristiques morphologiques des poudres obtenues par lyophilisation.

Les images A, B et C correspondent respectivement a I’amidon de pomme de terre chauffé a
65, 70 et a 75°C (chauffage conventionnel) [123]. L’image D correspond a celle du tyrosol
[148]. Quant aux images E et F, elles correspondent respectivement a celles du lyophilisat

amidon/tyrosol (chauffage conventionnel et chauffage sous micro-ondes).

En comparant les images A, B, C, E et F, on reconnait la structure de I’amidon chauffé dans
ces expériences. En observant les images E et F, on reconnait a la surface de ’amidon chauffé
des nodules de morphologies plus ou moins sphériques ressemblant au tyrosol observé sur
I’image D. Ainsi, il est probable que les nodules observés a la surface de I’amidon chauffé

correspondent au tyrosol.

Les différences morphologiques entre les images E et F peuvent s’expliquer par les spécificités
de I’interaction du rayonnement micro-ondes avec 1’amidon. En effet, il a été rapporté que le
chauffage par micro-ondes provoque un réarrangement des structures intramoléculaires de
I’amidon pendant la gélatinisation, modifiant ainsi la capacité d'absorption d'eau, la solubilité,
I'aptitude au gonflement, les caractéristiques de gélatinisation, le comportement au retrait par
déshydratation et les propriétés rhéologiques de I'amidon [149-153]. Le facteur clé qui influence
le comportement physicochimique de I'amidon sous irradiation par micro-ondes est I'effet de
chauffage rapide. En revanche, d’autres travaux concluent que les propriétés thermophysiques
et structurelles de I’amidon sont similaires a I’issu d’un chauffage par conduction ou par micro-

ondes [154-160].
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Figure 23: Images MEB d’amidon chauffé a 65, 70 et 75 °C (A, B, C, resp.), de tyrosol (D) et
du complexe amidon-tyrosol avec amidon gélatinisé par chauffage conventionnel (E) ou sous

micro-ondes (F). Grossissement x2500

2.2.3. Analyse EDS ou EDX

Les interactions entre ’amidon et le tyrosol, qui permettent la formation d’un complexe, sont
également analysées par EDS (Energy Dispersive Spectroscopy). Cette étude est réalisée sur le
lyophilisat amidon/tyrosol (chauffage conventionnel et chauffage sous micro-ondes). Dans les
figures (24 et 25) sont présentés deux spectres obtenus par MEB-EDS. Comme attendu, les
¢léments quantifiés sont le carbone et I’oxygene (des traces d’azote sont détectées). Le rapport
C/O est de 1,06 pour le complexe obtenu sous chauffage micro-ondes (figure 25), ce rapport
est egal a celui de I’amidon dont la composition est (6 atomes C + 5 atomes O par unité Glc),
ce qui corrobore le pourcentage d’efficacité d’encapsulation, car il existe peu de tyrosol en

surface selon le rapport C/O. En revanche, ce rapport est supérieur a 1 dans le complexe obtenu
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sous chauffage conventionnel (1,37), ce qui laisse suggérer qu’il est plus riche en tyrosol (8
atomes C + 2 atomes O).
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Figure 24 : Spectre MEB-EDS du complexe amidon/tyrosol (chauffage conventionnel).
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Figure 25 : Spectre MEB-EDS du complexe amidon/tyrosol (chauffage micro-ondes).

2.4. Relargage du tyrosol par digestion enzymatique (in vitro)

Afin de controler la libération du tyrosol dans le temps, une digestion enzymatique a été réalisee
en une heure dans une solution tampon a différente température (24°C et 37°C), mais dés le
début de la cinétique la quasi-totalité du tyrosol a été libéré, il n'y a pas de différence entre le

contréle (sans enzyme) et I'échantillon comme illustré par les figures 26 A et B.

Il a été rapporté dans la littérature que plusieurs facteurs peuvent modifier la vitesse de
libération des molécules bioactives encapsulées dans une matrice d’amidon [161 ; 162]. Parmi
ces facteurs nous pouvons citer la température du milieu de libération [163], la cristallinité plus

ou moins élevée du polymere [164 ; 165], la masse molaire du polymere [166 ; 167], ou encore
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le pH du milieu extérieur [168, 169]. Ces paramétres modifient les interactions entre la molécule

bioactive et la matrice d’amidon et donc la cinétique de libération.

D’un autre coté, nous pouvons aussi supposer qu’il n’y a pas eu formation de complexe
d’inclusion de type V mais plust6t un complexe par formation de laisions hydrogénes. En outre,
I'interaction entre I'amidon et les polyphénols se présente principalement sous deux formes :
d'une part, les amas fortement formés par une seule hélice d'amylose et les polyphénols par
I'interaction hydrophobe, et d'autre part, le complexe faiblement lié par des liaisons hydrogenes,
électrostatique et ionique. Le complexe de polyphénols de thé et I'amidon de riz est un exemple,
qui est principalement lié par une liaison hydrogene pendant la gélatinisation [15]. Cependant,
les techniques telles que la diffractométrie des rayons X et la calorimétrie différentielle a
balayage (DSC) [102 ; 169] sont nécessaires pour observer le complexe d’inclusion de type V.
Par ailleurs, il a été rapporté dans I’étude de Fan Zhu et al. que la rutine ainsi que I’acide
férulique encapsulés par la méthode de co-précipitation ne forment également pas de complexe
d’inclusion de type V avec I’amylose [102]. Les causes probables empéchant la formation du
complexe d’inclusion de type V sont la taille trop volumineuse des composés phénoliques (en
comparaison de la taille des cavités dans I'nélice d'amylose) et leur caractere insuffisamment
hydrophobe. Ainsi, le tyrosol semble interagir faiblement et superficiellement avec I’amylose
(peut-étre en formant des liaisons hydrogenes), méme si une fraction substantielle de tyrosol

résiste au lavage a 1’éthanol comme le montre le calcul d’EE.

Le but principal de I’encapsulation étant de controler la libération du principe actif, il est donc
nécessaire de palier a la solubilisation spontanée de ’amidon contenant le tyrosol. D’ailleurs,
lorsque le composé bioactif est libéré rapidement, I’effet protecteur du biopolymére n’opére

pas.

Des techniques de traitement physique dites « annealing » et « Heat Moisture Treatment »
(HMT) pourraient étre tentées. Ces deux traitements permettent d’induire des réarrangements
moléculaires ou des cristallisations en plagant les amidons dans les zones comprises entre les

températures de transition vitreuse et de fusion.

En outre, dans une étude récente, 1’encapsulation par la technique d’évaporation de solvant a
double émulsion (eau-dans-huile-dans-eau) apparait comme une alternative pour la protection
et I’incorporation du tyrosol dans les matrices lipophiles. Dans cette étude, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier a confirmé l'incorporation efficace du tyrosol dans les

matrices polymeéres sélectionnées [148].
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Toutefois, les systémes d’encapsulation a libération rapide peuvent trouver intérét dans les

mélanges secs ou les préparations instantanées.
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Figure 26 : Cinétique de digestion enzymatique du complexe amidon / tyrosol a 24°C (A) et a
37°C (B)

3. Encapsulation des biophénols du grignon d’olive

3.1. Caracteérisation du grignon de départ par UPLC-DAD-MS

L’analyse chromatographique de la solution de grignon d’olive de départ, préparée dans un
mélange de solvant (eau/éthanol 80/20 v/v), a été effectuée par UPLC-DAD-MS. Les composés
phénoliques ont été identifiés grace aux spectres de masse et d’absorption des différents
standards (Annexe 2-7), excepté le tyrosol dont le spectre de masse n’a pu étre enregistré. La
quantification a été effectuée grace aux équations déduites des courbes d’étalonnage des
différents standards (Annexe 8), excepté le glucoside d’hydroxytyrosol qui a été quantifié en
équivalent du standard hydroxytyrosol. Le profil chromatographique du grignon de départ
obtenu a 280 nm et 330 nm est représenté par la figure 27. Les quatre composés phénoliques
identifiés et quantifiés sont présentés dans le tableau 13. Le traitement des données a été

effectué a I’aide du logiciel Data Analysis de Bruker.
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Figure 27 : Profil chromatographique du grignon d’olive de départ (100 mg grignon dans 3 mL

eau + 2 mL éthanol) a 280 nm (rouge) et a 330 nm (noir).

Les composés phénoliques absorbent tous a 280 nm, ce qui permet la quantification du pool
total. En revanche, une forte absorption a 330 nm est caractéristique des acides
hydroxycinamiques. La faible absorption a cette longueur d’onde permet de conclure que notre

grignon n’est pas riche en acides hydroxycinamiques.

Les différents composés identifiés, ainsi que leur temps de rétention, lambda max et

concentrations sont rassemblés dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Quantification et identification des composés phénoliques du grignon d’olive de
départ (temps de rétention, longueur d’onde d’absorbance maximale, m/z du pic moléculaire,

équation des courbes d'étalonnage des différents standards)

Composé phénolique Tr Jmax Mz [M-H]  Equation R? Concentration
(min)  (nm) droite (umol/g grignon)
(1)Hydroxytyrosol 2,4 275 153 y =15280x  0,9998 795,8
+ 1,724

(2) Glucoside 2,6 277 315 y =15280x  0,9998 21,7
d’hydroxytyrosol +1,724
(3) Tyrosol 3,3 227, y = 358X - 1 44,8

276 0,335
(4) Acide 3,8 181 y = 475X - 1 52
dihydrocaféique 227, 0,616

279

¢ Représentions de la structure chimique des composés identifiés dans le grignon d’olive

de départ
0
HO
HO
OH
R OH
R = H: Tyr HO
R =0OH: HT
A B

Figure 28 : Structure chimique des composés phénoliques identifiés dans le grignon d’olive.
Dans le cas du glucoside de I’hydroxytyrosol, 1'unité Glc peut étre attachée a I’un quelconque

des trois groupes OH de I’hydroxytyrosol (A). Acide dihydrocaféique (B).
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3.2. Quantification et identification des composes phénoliques des fractions éthanolique et
aqueuse

L’analyse chromatographique des fractions éthanolique et aqueuse des lyophilisats du
complexe amidon/phénols a été effectuée selon le méme protocole que celle du grignon d’olive
de départ. Les composés identifiés dans le grignon d’olive de départ ont été également identifiés
dans les deux fractions a des concentrations différentes. Le profil chromatographique a 280 nm

des deux fractions ainsi que celui du grignon de départ sont représentés sur la figure 29.

3.3. Détermination du rendement brut et de 1’efficacité d’encapsulation

Le rendement brut obtenu avec le grignon est Iégerement plus élevé (tableau 15) que dans le
cas du complexe amidon/tyrosol. L’efficacité d’encapsulation de chaque composé identifié¢ a
été déterminée sur la base des courbes d’étalonnage des différents standards réalisées par

UPLC-DAD (voir annexe 2-7).

Tableau 15 : Rendement brut de récupération des complexes phénols de grignon — amidon
(1:10)

Type de chauffage  Masse totale initiale ()  Masse lyophilisat (g) Rendement (%)
Micro-ondes 1,115+ 0,011 0,967 + 0,120 86,6 + 0,07

a) Grignon + amidon
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Figure 29 : Profil chromatographique a 280 nm du grignon de départ (rouge), de la fraction
aqueuse : 25 mg de lyophilisat dans 2 mL d’eau distillée (vert) et de la fraction éthanolique : 50

mg de lyophilisat dans 2 mL d’éthanol (bleu).

Tableau 146 : Encapsulation des composés phénoliques

Phénol Phénol Phénol Phénol EE (%) d)
total a) de surface b)  encapsulé c)

Hydroxytyrosol 73,76 £ 0,03 2,20+ 0,31 71,56 £ 0.34 97,0+ 0,5

Glucoside 0,81+0,01 non détecté 0,81+£0,01 100

d’hydroxytyrosol

Tyrosol 4,73+0,14 0,23+0,01 4,50 £ 0,15 95,1+6,0

Acide 0,59 £ 0,01 0,04 £0,01 0,55+ 0,02 93,2+5,0

dihydrocaféique

a) quantifié apres hydrolyse acide du lyophilisat (en pmol/g lyophilisat), b) quantifié dans la fraction éthanolique de lavage du
lyophilisat (en umol/g lyophilisat), ¢) phénol total — phénol de surface (en umol/g lyophilisat), d) phénol encapsulé / phénol
total (en %).

Les valeurs de I’efficacité d’encapsulation des composés phénoliques du grignon d’olive dans
I’amidon sont toutes tres élevées (Tableau 16). Ce résultat pourra étre attribué au prétraitement

par la technique du kneading, qui est également une technique d’encapsulation.
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Par ailleurs, on ne constate aucune différence significative dans les valeurs de 1’efficacité
d’encapsulation, ce qui indique que tous les composés phénoliques étudiés ont la méme affinité

pour I’amidon.

3.4. Analyse au MEB équipé de sonde EDS des lyophilisats
3.4.1. MEB

Selon le méme protocole que I’analyse microscopique de la surface des microparticules du
complexe amidon/tyrosol, les lyophilisats d’amidon/pp ainsi que la poudre de grignon de départ
ont également été observés au microscope électronique a balayage. Les différentes images

obtenues sont représentées par les (figures 30 A et B).

La méme structure en feuillet de ’amidon chauffé (figure 30 A) déja identifi¢ dans I’analyse
du lyophilisat amidon/tyrosol est observée, ainsi que des nodules qui sont par contre moins

nombreux que dans le cas du complexe amidon/tyrosol (chauffage sous p-ondes).

Ses nodules correspondent fort probablement aux composés phénoliques, car leur morphologie

rappelle celle de la structure du grignon de départ (figure 30 B).

SED 20.0kV WD11mmP.C.30 x2,500 T0pm  — SED 20.0kV WD11mmP.C.30 x2,500 10pm
Faculty of Sciences Rabat Faculty of Sciences Rabat

A B
Figure 30 : Image MEB complexe amidon/polyphénols de grignon d’olive (A) et du grignon

d’olive de départ (B), grossissement * 2500

3.4.2. MEB-EDS
Les spectres représentés par les (figures 31 et 32) correspondent respectivement au grignon de

départ et au complexe amidon/pp. Nous observons les méme éléments chimiques au niveau des
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deux échantillons (lyophilisat amidon/pp et poudre de grignon de départ). Le carbone est

toujours majoritaire dans les deux échantillons, ensuite 1’oxygene et enfin 1’azote.

Le rapport C/O (1,12) dans le complexe amidon — polyphénols obtenu sous chauffage micro-
ondes, est légérement supérieur au rapport C/O de I’amidon dont la composition est (6 atomes
C + 5 atomes O par unité Glc), également ce rapport est en phase avec les efficacités
d’encapsulation obtenues pour ce complexe. Par contre, ce rapport est éleve (proche de 2) dans
I’échantillon du grignon de départ, ce qui est normal car il est riche en tyrosol (8 atomes C + 2

atomes O) mais également en hydroxytyrosol (8 atomes C + 3 atomes O).
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Figure 31 : Spectre MEB-EDS du grignon de départ.
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Figure 32 : Spectre MEB-EDS du complexe amidon/grignon (chauffage micro-ondes).
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Conclusion

Cette ¢tude dont ’objectif principal est I’encapsulation des composés phénoliques du grignon
d’olive dans la matrice d’amidon de pomme de terre par la technique de lyophilisation, a tout
d’abord consisté en I’optimisation du systéme d’encapsulation dans le cas simple d’un composé
phénolique mod¢le (tyrosol), soluble dans 1’eau, résistant a la chaleur, peu couteux et plus stable

que I’hydroxytyrosol.

L’efficacité d’encapsulation a été plus élevée quand I’amidon de pomme de terre est gélatinisé
sous micro-ondes plutét que par chauffage conventionnel. En outre la gélatinisation sous micro-
ondes nous a également permis de réduire la durée du procédé. Ainsi, le chauffage sous micro-
ondes a été retenu comme systéme de gélatinisation de ’amidon de pomme de terre pour

I’encapsulation des composés phénoliques du grignon d’olive.

La libération du tyrosol est instantanée car la matrice d’amidon apres lyophilisation est devenue
soluble dans 1’eau a température ambiante, ce qui empéche toute libération contrdlée. Ce
phénomene pourrait étre expliqué par une trop forte diminution de la cristallinité de I’amidon
lors du protocole d’encapsulation. Pour remédier a cela, un traitement physique préalable de

I’amidon (annealing ou HMT) pourrait étre tenté.

Cependant, les complexes obtenus dans ce travail peuvent trouver usage dans 1’industrie
alimentaire, par exemple dans les mélanges secs (paté de beeuf) ou dans les préparations

instantanées.

L’analyse chromatographique par UPLC-DAD-MS a permis d’identifier et de quantifier les
principaux composés phénoliques du grignon d’olive de départ, ainsi que des fractions de
ringage et d’hydrolyse des lyophilisats amidon + phénols de grignon. Ainsi, I’affinité relative
des composés phénoliques pour I’amidon a été quantifiée. On note une forte efficacité
d’encapsulation pour I’ensemble des composés phénoliques, qui peut étre lie a la combinaison

des deux techniques d’encapsulation (kneading et lyophilisation).

Ces résultats, bien qu’encourageants, nécessitent néanmoins d’étre confirmés par une panoplie

d’analyses avant d’étre étendus a une plus grande échelle.
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Introduction

Le diabéte est une maladie métabolique chronique caractérisée par une hyperglycémie
persistante résultant soit du fait que le pancréas ne produit plus suffisamment d'insuline (type
1), soit lorsque I'organisme ne peut plus utiliser efficacement I'insuline qu'il produit (type 2)
[1] ; le type 2 est le plus répandu (90 a 95%) de tous les cas de diabete [2]. En effet,
l'augmentation du taux de glucose dans le sang postprandialement (apres repas), est le résultat
de T'hydrolyse des glucides, un processus principalement catalysé¢ par les enzymes a-
glucosidase et a-amylase [3]. Au cours du processus, I'enzyme a-amylase salivaire hydrolyse
les glucides en oligosaccharides et disaccharides, qui sont ensuite hydrolysés par l'enzyme a-
glycosidase en monosaccharides tel que le glucose, qui est absorbé par I'intestin gréle dans le
sang. Les oligosaccharides restants sont hydrolysés par 1'a-amylase pancréatique en glucose et
en maltose [4]. Par conséquent, des inhibiteurs thérapeutiques de 1'a-glucosidase et de I'a-
amylase tels que ’acarbose, voglibose, miglitol et la metformine ont été¢ développés pour la
prise en charge du diabéte de type 2. Cependant, tous les médicaments utilisés pour inhiber
I’activité des enzymes hydrolysant les glucides, sont synthétiques et leurs inconvénients
majeurs sont des effets indésirables tels que des troubles gastro-intestinaux (flatulences,
douleurs abdominales et diarrhée), un effet métabolique tel que la prise de poids, un codt éleve,
et une résistance aux médicaments [5]. Par conséquent, il est urgent de rechercher de nouveaux
antidiabétiques efficaces, moins onéreux et peu toxiques. Ainsi, des travaux sur des
antidiabétiques de sources naturelles ont attirés beaucoup d'attention car ils peuvent offrir tous
les avantages recherchés [6]. Ces antidiabétiques constituent des métabolites secondaires avec
une grande diversite structurelle possédant un large spectre de bioactivités, y compris 1’activité
antidiabétique. Des chercheurs ont démontré que certaines plantes médicinales ou la
consommation d'aliments fonctionnels inhibe efficacement les enzymes a-glycosidase et a-

amylase et par conséquent empéchent le développement du diabéte [7].

L'utilisation de biophénols des sous-produits d’olive pour synthétiser des antioxydants s'est
considérablement deéveloppée en raison de leur capacité a résoudre des problemes

environnementaux, des raisons economiques et leur capacité de renouvellement.

Ainsi, ce travail de thése qui s’insére dans un contexte de valorisation des déchets de 1’industrie
oléicole, en I’occurrence le grignon d’olive (déchet solide issu de 1’extraction d’huile d’olive)
riche en biophénols qui nous a servi dans un premier temps, a I’encapsulation des biophénols,
qui est une technique permettant de préserver la stabilité, mais aussi de camoufler les

caractéristiques organoleptiques indésirables des composés phénoliques, en utilisant un
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matériau de paroi (amidon de pomme de terre) garantissant leur protection contre les conditions
défavorables du milieu environnant [40, 41]. Cette technique améliore la biodisponibilité des
composés phénoliques pour un relargage contrélé du principe actif (en occurrences les
composés phénoliques), ainsi les activités antioxydante et antidiabétique des composés

phénoliques encapsulés et les composes phénoliques libres vont étre étudiées.
L’objectif de cette étude s’articule autour de trois points :

e Déterminer le contenu total en biophénols des différents échantillons : grignon d’olive
avant encapsulation ou grignon de départ (GG départ), encapsula de biophénols de
grignon d’olive (PP/A p-ondes), encapsula de tyrosol sous microonde (Tyr/A p-ondes)
et sous chauffage conventionnel (Tyr/A conv) ;

e Déterminer I’activité antioxydante de chaque échantillon, par la méthode de DPPH et
celle ’ABTS ;

e Déterminer ’activité antidiabétique in vitro de chaque échantillon, par la méthode

d’inhibition des alphas glucosidase en occurrence I’alpha amylase.

Ceci dans le but d’effectuer une étude comparative entre les activités antioxydantes et

antidiabétiques des différents échantillons sus mentionnés.

Les différentes analyses de cette partie ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire de
Biologie des Pathologies Humaines de la Faculté des Sciences de 1I’Universit¢t MOHAMED V.
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1. Genéralité sur le diabéte

1.1. Homéostasie glycémique [8]

La régulation de la glycémie est 1’'une des fonctions les plus importantes de notre organisme.
En effet, le taux de glucose dans notre sang, que I’on appelle glycémie, doit étre maintenu a une
concentration dite « normoglycémique » qui est environ de 1,26 g/L de glucose dans le sang.
Lorsque la glycémie est supérieure a 1,26 g/L (hyperglycémie) apres la prise d’un repas, une
hormone hypoglycémiante, connue sous le nom d’insuline, va faciliter le piégeage du glucose
par les cellules du foie et des muscles en particulier. A I’inverse, lorsque la glycémie est trop
basse, souvent apres un effort physique, une hormone hyperglycémiante, le glucagon, va
permettre de libérer du glucose dans la circulation sanguine.

Ces deux hormones (I’insuline et le glucagon) synthétisées uniquement par le pancréas, sont
produites au niveau des ilots de Langerhans. Ces ilots contiennent quatre types de cellules

sécrétant chacune une hormone polypeptidique caractéristique :

» I’insuline (hormone hypoglycémiante), synthétisée par les cellules f.

> le glucagon (hormone hyperglycémiante), sécrété par les cellules a.

» la somatostatine, produite dans les cellules &, exerce un effet inhibiteur sur la
sécrétion de I’insuline et du glucagon.

> le polypeptide pancréatique synthétisé dans les cellules PP (polypeptide

pancréatique).
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Figure 1 : Le pancréas et la distribution des différents types cellulaires dans un ilot de
Langerhans [9]

1.2. Les hormones régulatrices de la glycémie

1.2.1. Insuline

L’insuline est un peptide de 51 acides aminés et se compose de deux chaines polypeptidiques :
une chaine A de 21 acides aminés et une chaine B de 30 acides aminés, qui sont unies par deux
ponts disulfures et un pont disulfure intra-chaine dans la chaine A. La prépro-insuline, le
précurseur de l'insuline, est synthétisé au niveau des ribosomes, puis clivée en pro-insuline dans
le réticulum endoplasmique des cellules 3. Celle-ci est ensuite transportée dans les appareils de
golgi ou elle est stockée dans des vésicules de sécrétion. La pro-insuline subit un dernier clivage
au niveau de ces vésicules pour donner naissance a un effluant pancréatique équimolaire de
I'insuline et du peptide C [9, 10, 11]. En contact de deux atomes de zinc, trois diméres peuvent
s’associer pour former des hexameéres. Les hexameres d’insuline forment des cristaux et sont
stockés dans les granules de sécrétion hormonaux. Cette capacité de polymérisation a été

largement utilisée pour produire I’insuline [12]. La pro-insuline, I’insuline et le peptide C
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circulent pratiguement sous forme libre dans le plasma sanguin. Des le premier passage
hépatique, plus de la moiti¢ de l'insuline sera dégradée sous 1’action d’une insulinase qui
entraine la rupture des ponts disulfures et la dégradation peptidique. Secondairement, I'insuline
est captée par le muscle et degradée par le rein, sa demi-vie est bréve (5 minutes). La pro-
insuline a une longue demi-vie et sa dégradation ne conduit a aucune production extra hépatique
d'insuline. Le peptide C est métabolisé par le rein. Vu qu’il posséde une demi-vie plus longue
(10 a 12 minutes), le peptide C refléte micux que I’insuline le pouvoir de 1'insulino-sécrétion
[10,13]. A un taux anormalement bas de peptide C, I’insuline commence a faire défaut comme
c’est le cas chez les diabétiques de type 1. Par conséquent, le diabétique de type 1 devrait étre
soumis a I’insulinothérapie. Cette hormone assure 1’assimilation des sucres alimentaires par les

cellules et permet ainsi la régulation de la glycémie.

Figure 2 : Formation de I’insuline a partir de la proinsuline [14]

1.2.2. Mode d’action de I’insuline

Lorsque la concentration en glucose sanguin augmente, suite a une prise alimentaire, celle-ci
entraine la libération de I’insuline dans la circulation sanguine. L’insuline libérée va se lier a
un récepteur spécifique constitué de 4 peptides glycosylés reliés par des ponts disulfures. Ce
récepteur a activité tyrosine kinase permet au glucose de pénétrer dans les cellules afin d’étre
stocké et converti en énergie [15]. En effet, dans le foie et le muscle, le glucose est stocké sous
forme de glycogéne par le processus de glycogénogenese et est utilisé dans le cycle de la
glycolyse dans les myocytes pour produire de I’énergie. Au niveau du tissu adipeux, 1’insuline

induit aussi un stockage des acides gras en favorisant la lipogenése [8].

86



1.2.3. Glucagon

Le glucagon, polypeptide de faible poids moléculaire (3,5 kDa), est composé de 29 acides
aminés. Il est synthétisé au niveau des cellules alpha, a partir d'un précurseur ; le proglucagon
[10,16]. Il est métabolisé par le foie et par le rein. Toutefois, a la différence de 1’insuline, le foie
ne dégrade que 15 a 20 % du glucagon lors de son premier passage [17]. Son dosage est réputé
délicat car cette hormone circule dans le sang sous plusieurs formes de polypeptides et ne

persiste que tres peu de temps (demi-vie d’environ 5 mn) [7,16].

Figure 3 : Structure du glucagon http://www.chups.jussieu.fr [18]

1.2.4. Mode d’action du glucagon

Dans un état de normoglycémie ou d’hyperglycémie, le glucose empéche les cellules a de
sécréter du glucagon dans le sang. Lorsqu’il y a une hypoglycémie, la sécrétion d’insuline est
bloquée et I’inhibition de la sécrétion du glucagon par des cellules a est levée. On a donc une
libération massive du glucagon par les cellules a dans la circulation sanguine. L hormone atteint
les cellules cibles et se fixe sur son récepteur couplé aux protéines G. La sous-unité a de la
protéine G va stimuler la glycogénolyse, via une chaine d’activation, et entrainer une
augmentation de la concentration en glucose-6-phosphate (G6P) intracellulaire. Le G6P sera
hydrolysé en glucose grace a la glucose-6-phosphatase. Le mecanisme conduit ainsi a une
libération du glucose dans le sang. Le glucagon favorise aussi la néoglucogenése a partir des

acides aminés dans les hépatocytes. La glycémie est ainsi rétablie a un taux normal [15].
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1.3. Pathologie diabétique

1.3.1. Définition

Le diabéte est une maladie chronique due a une concentration anormalement élevée de sucre
dans le sang. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définie le diabéte comme étant un
trouble métabolique a 1’¢tiologie multiple, caractéris€ par une hyperglycémie chronique
accompagnée de perturbations du métabolisme des hydrates de carbone, des lipides et des
protéines dues a des désordres dans la sécrétion et/ou I’action de I’insuline (insulino-résistance)
[19,20]. De point de vue biologique, les critéeres proposes par la Société Américaine de

Diabétologie (ADA) et reconnus par ’OMS pour diagnostiquer le diabéte sont [21] :

- une glycémie > 1,26 g/l (7,0 mmol/L) apres un jeline de 8 heures et vérifiée a deux
reprises ;

- ou laprésence de symptdmes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement) associée
a une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/L) ;

- ou une glyceémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/L) 2 heures apres une charge
orale de 75 g de glucose (HGPO).

- ou un taux d’HbAlc ("hémoglobine glyquée") > 6,5% (11,1 mmol/L) quantifié selon
des méthodes étalonnées sur des références internationales. Ce parametre traduit la

glycémie moyenne des trois derniers mois.

1.3.2. Classification
11 existe 4 types de diabétes définis par ’OMS. Les deux principaux sont le diabéte de type 1

et 2, les diabétes dits « secondaires », et enfin le diabéte gestationnel.

1.3.2.1. Diabéte de type 1

Autrefois appelé diabéte insulinodépendant (DID) ou diabete juvénile. 1l touche environ 6 %
des patients diabétiques, Cette forme de la pathologie se déclare généralement a I’enfance ou
I’adolescence. Sa découverte est en général brutale et accompagnée de cétose. En effet, ce type
de diabete est la conséquence de la destruction des cellules B due entre autres a une maladie
auto-immune [20]. Ces cellules pancréatiques sont détruites partiellement ou entierement par
le systéme immunitaire, qui se caractérise par la présence importante dans le sang d’au moins
un des quatre auto-anticorps du diabéte : anti-ilot (ICA), anti-insuline (IAA), anti-
décarboxylase de 1’acide glutamique (GAD) ou anti-tyrosine phosphatase membranaire (1A2)
[15]. L’insuline est alors produite en quantité insuffisante, avec pour conséquence une faible

assimilation du glucose par I’organisme. La glycémie n’est alors plus ou peu régulée et reste
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donc ¢élevée. Les patients atteints n’ayant pas d’autres choix thérapeutiques que
I’insulinothérapie. L hyperglycémie causée par le diabéte de type 1 peut donc étre maitrisee par
le patient grace a des prises d’insuline et un régime alimentaire adapté. Cependant, le traitement
a base d’insuline n’est pas simple car il doit étre adapté aux patients et a la prise alimentaire,
pouvant entrainer des complications lors d’un mauvais dosage [22]. Les effets déléteres du
systéme immunitaire contre les cellules B dans ce type de diabete résulteraient probablement

d’un ensemble de facteurs génétiques et environnementaux [23].

1.3.2.2. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2 appelé aussi « diabéte gras » ou « diabéte de la maturité » survient
généralement chez les adultes de plus de 40 ans et touche davantage les personnes obéses ou
en surpoids. Environ 75 % des diabétiques de type 2 souffrent d’obésité [20]. Ce type de diabéte
est dit insulino-résistant ou non-insulinodépendant (DNID) car il se caractérise par la résistance
de I'organisme a 1’action de I’insuline. Chez les individus atteints de ce type de diabéte, les
récepteurs cellulaires deviennent moins sensibles a 1’insuline qui est produite normalement et
en quantité non négligeable par les cellules B du pancréas. Le glucose est faiblement absorbé
par les cellules et reste sous forme circulante contribuant ainsi a une hyperglycémie. Ce diabéte
dit « insulinorésistant » peut évoluer vers un diabéte de type 1 par épuisement des cellules f3.
En effet, face a ’hyperglycémie persistante, le pancréas va solliciter ses cellules B jusqu’a

s’épuiser et devenir inefficace.

Le diabete de type 2 résulte de la combinaison de facteurs génétiques, environnementaux, ainsi
que de facteurs liés au mode de vie. En général, chaque personne porte un bagage génétique
héréditaire qui la prédispose ou non au diabéte. Chez les personnes génétiquement prédisposéees
a la maladie, c’est généralement le surpoids et particulierement I’accumulation de gras dans les
organes de I’abdomen qui entrainent une résistance a I’insuline [23,24]. En effet, de nombreuses
études ont relevé le lien entre I’obésité, ainsi que I’accumulation de masse grasse abdominale,
et le diabéte de type 2 [25,26]. Ce type de diabéte est traité par des mesures hygiéno-diététiques
mais aussi parfois par des mesures thérapeutiques, par le biais d’antidiabétiques oraux, voire
éventuellement une insulinothérapie. Cette forme de diabete représente pres de 90 % des
diabétiques [27].

Le diabéte de type 2 entraine a bas bruit (sans signe avant-coureur) des complications
dégeénératives micro-angiopathiques et macro-angiopathiques. Ces complications sont le

résultat naturel de 1’évolution d’une maladie réputée chronique non guérissable mais traitable.
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Un mauvais pronostic et/ou une négligence préventive de la part du patient accélérent
I’altération de son systéme vasculaire, neurologique et musculaire et perturbent les processus
physiologiques de son corps. Ces complications et plus particulierement dans les pays pauvres
sont responsables de I’augmentation de la morbidité et la mortalité [28]. Symptomatiquement,
I’évolution dégénérative du diabéte de type 2 se manifeste en plusieurs endroits du corps
humains (figure 4). Du point de vue clinique, 1’évolution finit par générer une multitude de
pathologies qui selon leurs degrés de gravité vont conditionner le mode de vie du malade,

handicaper son quotidien voire épuiser ses moyens financiers [8].

complication vasculaire cérébral (AVC)

rétinopathie (troubles oculaires)

parodontopathie et infections buccales

pathologies cardiaques et coronariennes ; infarctus cardiaque
néphropathie et insuffisance rénale

macrosomie feetale et difficultés a I'accouchement
neuropathie périphérique (fourmillement jambe)

complication vasculaire périphérique (HTA)

Perte de sensibilité jambe (motricité)

AN/ Pieddiabétique (plaie plantaire, ulcération)

Figure 4 : Localisation des différentes complications micro et macroangiopathiques associéees
au diabete de type 2 [29].

1.3.2.3. Diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel ou diabete gravidique touche 4 a 7 % des femmes enceintes, il disparait
apres I’accouchement. Le traitement repose sur I’administration d’insuline a la femme enceinte
lorsque la mise en place des mesures hygiéno-diététiques ne suffit pas a contréler la glycémie.
Une macrosomie est trés souvent retrouvée dans ce type de diabéte. Les risques d’éclampsie ou
de pré-éclampsie et la mortalité néonatale sont augmentés. A plus long terme, les patientes

ayant présentées un diabéte gravidique au cours de leur(s) grossesse(s) déclarent plus
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fréqguemment un diabete de type 2. Le nouveau-ne, né de mere atteinte de diabete gestationnel,

présente un risque plus élevé d’obésité et/ou de diabéte de type 2 [26].

1.3.2.4. Autres types de diabétes sucrés

Ils sont secondaires a une autre maladie : maladies pancreatiques (pancréatites chroniques,
carcinomes...), endocrinopathies (hyperthyroidie, syndrome de Cushing, hyperaldostéronisme
primaire, phéochromocytome...), ou peuvent étre secondaires a la prise de médicaments :

thiazidiques, antihypertenseurs, pilules contraceptives, corticoides... [20].

1.4. Epidémiologie

Le diabete est I’une des principales urgences mondiales en matiere de santé. Il figure parmi les
10 premiéres causes de décés au monde et représente, avec les trois autres grandes maladies
non transmissibles (MNT) (maladies cardiovasculaires, cancers et maladies respiratoires
chroniques), Plus de 80% de tous les déces prématurés dus a des MNT. Le fait que 30-80 % des
personnes atteintes de diabete ne soient pas diagnostiquées contribue dans une large mesure a
la problématique du diabéte [30].

Dans son rapport intitulé Diabetes Atlas 2019 Edition 9, la Fédération Internationale du Diabéte
(FID) a estimé que 463 millions d'individus vivent avec le diabéte dans le monde ce qui
correspond a 8,3% de la population adulte 4gée de 20 a 79 ans. Environ 79 % vivent dans des
pays a faible et moyen revenu. Selon la méme source, ces chiffres atteindraient 578 millions en
2030 et 700 millions en 2045. Ce sont les régions dont 1’économie évolue d’un faible revenu a
un revenu moyen qui connaitront la hausse la plus importante. Les estimations du diabéte sont
en hausse depuis plusieurs décennies. Plus d’un tiers des cas de diabete seraient le résultat de
la croissance et du vieillissement de la population, 28 % d’une hausse de la prévalence selon

’age et 32 % de I’interaction de ces trois facteurs.

La prévalence du diabéte chez les femmes de 20-79 ans est estimée a 8,4 %, un pourcentage
Iégerement inférieur aux hommes (9,1 %). La prévalence du diabéte devrait augmenter a 9,7 %
chez les femmes et 10,0 % chez les hommes. C’est le groupe d’age des 65-79 ans qui affiche la
prévalence du diabete la plus élevee tant chez les femmes que chez les hommes. Cependant que
90 % des cas de diabéte sont de type 2. L'incidence de ce type de diabete augmente notamment

avec l'urbanisation, le vieillissement des populations et la précarité.

En 2019, 7,5 % de la population adulte mondiale (374 millions) présentait un pré-diabéte
(intolérance au glucose), ces individus ont un risque élevé de développer un diabéte de type 2.

91



La majorité d'entre eux (72,2%) vivent actuellement dans les pays en voie de développement
ou le mode de vie est en train de se transformer. Il est prévu que 454 millions soit 8,0 % de la
population mondiale (20-79 ans), seraient atteints par l'intolérance au glucose d’ici 2030 et 548
millions soit 8,6 % d’ici 2045
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Figure 5 : Répartition mondiale du diabéte selon la Fédération Internationale du Diabete [31]

1.5. Traitement médicamenteux
Ce type de traitement regroupe deux types de médicaments ; les antidiabétiques oraux et

I’insuline injectable.

1.5.1. Antidiabétiques oraux

Selon leurs modes d’action, on peut regrouper ces médicaments en deux grandes classes :

a) Antidiabétiques hypoglycémiants
» Les sulfamides

Ces médicaments agissent en stimulant le pancréas pour qu’il sécréte plus d’insuline, ce qui
augmente I’entrée du glucose dans les cellules de 1’organisme. Ainsi, ils diminuent la glycémie

en augmentant la libération d’insuline par le pancréas. Ex : gliméripide [32].

Les inhibiteurs de la DPP-4 et analogues du GLP-1Ces médicaments agissent sur un processus

naturel de I’organisme, le systeéme des incrétines, ce qui stimule le pancréas a libérer plus
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d’insuline, diminue la production de glucose par le foie et diminue la sécrétion du glucagon par

les cellules a pancréatique. Ex : januvia [33]
b) Antidiabétiques anti-hyperglycémiants

» Les biguanides

IIs empéchent I’¢lévation de la glycémie en diminuant la fabrication de glucose par le foie et en
augmentant |’utilisation du glucose par les cellules. Elle ne stimule pas la production d’insuline.

Ex : métformine [34]

» Les inhibiteurs de I’alpha glucosidase

Ils agissent localement dans I’intestin. Ils provoquent un délai d’absorption des glucides en
retardant la digestion des sucres complexes (chaines de plusieurs sucres) en sucres simples.
Ceci diminue donc, le pic de la glycémie apres les repas. Leurs effets se manifestent sans délai,

des la premiere dose. Ex : 1’acarbose [32]
c) Les thiazolidinédiones

Ils agissent en potentialisant 1’action de I’insuline, en augmentant la sensibilité des tissus a cette
derniere. Ex : Avandia [34]. Par contre, les Thiazolidinédiones ou glitazones, ne sont plus
commercialisés en Europe, pour des effets secondaires graves et surtout leur risque carcinogéne
[33]

1.5.2. L’insuline injectable (insulinothérapie)

L’insuline n’est pas le traitement idéal du diabéte non insulino-dépendant car si elle permet de
baisser les glycémies en favorisant le transport et le métabolisme du glucose intramusculaire,
elle facilite la prise de poids en stimulant la lipogenése [34]. Mais en cas d'échec du traitement
antidiabétique oral, les recommandations préconisent le recours a une insulinothérapie tout en

conservant les antidiabétiques oraux [35]

1.6. Traitement du diabete par les plantes medicinales

Selon le rapport de ’OMS, 80 % de la population mondiale utilise les plantes médicinales pour
se traiter de diverses maladies. Ce taux remarquablement élevé, peut étre expliqué par
I’efficacité thérapeutique de ces remédes naturels prouvée au sein de la population, et aussi par
leur disponibilité et leur faible codt. Cette pratique médicale tres ancienne, qui est fondée sur
I’utilisation d’extraits de plantes et de principes actifs naturels est connue sous le nom de la

phytothérapie [36]. De nombreux polyphénols participent a cette activité hypoglycémiante :
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I’oleuropéine donne de meilleurs résultats que 1’extrait total de feuilles d’olivier pour la
production d’insuline, I’hydroxytyrosol améliore la sensibilité a 1’insuline, la lutéoline inhibe

I’augmentation postprandiale de la glycémie.

1.7. Le stress oxydant et le diabete

1.7.1. Définition

Dans une cellule eucaryote normale, 1’énergie nécessaire a son fonctionnement se fait
de fagon aérobie en utilisant des réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir
des oxydants ou accepteurs d’¢électrons et des réducteurs ou donneurs d’¢€lectrons. Elles ont lieu
dans la chaine respiratoire de la mitochondrie, qui fournit 90% de 1’énergie nécessaire [37].
Dans cet organite intracellulaire, 1’oxygene est I’accepteur final d’électron aprés une cascade
de réactions d’oxydo-réduction, faisant intervenir quatre complexes protéiques. Lorsque
I’oxygene est transformé en molécule d’eau, cela permet de générer de I’ATP (adénosine

triphosphate), molécule a haut potentiel énergétique ( figure 6).
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Figure 6 : chaine respiratoire de la mitochondrie [38]

Cependant 2 a 3% de Doxygene n’est pas réduit en eau; il est dévié pour former des
radicaux libres ou des espéces dérivées de 1’oxygéene tres réactives [39]. Ces entités oxydantes
sont physiologiguement maintenues en équilibre par de nombreux systémes
antioxydants. Quand un déséquilibre apparait entre molécules pro-oxydantes et antioxydantes,
en faveur des entités oxydantes, on parle alors de stress oxydant [40]. Il peut étre la cause de

systeme antioxydant défectueux ou d’une production importante d’entités oxydantes.

1.7.2. Les entités oxydantes et leur production [41]
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Les entités oxydantes sont souvent des radicaux libres, c'est-a-dire des especes chimiques qui
possedent un électron célibataire ou non apparié sur la derniere couche électronique. Cet
¢lectron célibataire n’est pas compensé ce qui provoque des déréglements dans leur champs
magnétique, rendant ainsi ces especes tres instables. Elles vont alors tenter de récupérer des
¢lectrons sur d’autres molécules comme les substrats biologiques, en les oxydant. Il existe

majoritairement trois grandes familles d’espéces réactives :

» Les espéces réactives de 1’oxygene ou ROS (Reactive Oxygen Species), issues de la
réduction incompléte de 1’oxygene, dont le précurseur est 1’anion superoxyde O%".
Il est a I’origine de la formation d’autres ROS tel que le peroxyde d’hydrogene H20>
et le radical hydroxyl OH-. L’oxygéne singulet 'O, est également une entité
oxydante.

» Les especes réactives de I’azote ou RNS (Reactive Nitrogen Species) qui donnent
entre autres des peroxynitrites (ONOO"), du monoxyde d’azote NO- et le radical
peroxyle (ROO).

» Les especes réactives du chlore ou RCS (Reactive Chlorine Species) comme
I’acide hypochlorique, HOCI. Enfin, il existe d’autres variétés d’entités oxydantes

ou de radicaux, comme par exemple 1’acide hypobromique, HOBr.

1.7.2.1. La production des entités oxydantes au niveau cellulaire

Le précurseur des ROS, I’anion superoxyde O™ peut provenir de plusieurs sources cellulaires.
Il est formé apres réduction de I'oxygene Oz par un électron et en présence d’un
cofacteur NADPH. Cet anion est trés instable et peut traverser la membrane plasmique
[42]. Les différentes enzymes permettant cette réaction sont: la NADPH oxydase, la xanthine
oxydase, les cyclo-oxygénases ou COX, les lipo-oxygénases, les Nitric Oxyde Synthases
(NOS), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et celles de la chaine
de transport des électrons dans la mitochondrie [43] (figure 6). Les NOS génerent normalement
du monoxyde d’azote NO, mais lorsque la concentration de son cofacteur, la
tétrahydrobioptéridine (BH4) diminue, elle produit 0%, De plus, le NO formé par les NOS peut
réagir avec 1’anion superoxyde pour former des peroxynitrites, un compos¢é oxydant secondaire.
Les superoxydes dismutase (SOD) vont ensuite dismuter 1’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne H20. qui est relativement stable et peut diffuser au travers des membranes.
Cette molécule donne ensuite via la réaction de Fenton (non enzymatique) une entité trés

réactive, le radical hydroxyle, OH'. Le peroxyde d’hydrogéne peut également entrer dans une
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voie alternative et étre converti en eau par les enzymes catalase et glutathion peroxydase (figure
7)

Respiration cellulaire
Burst oxydatif i
Facteurs NO

environnementaux
P H20 + O;

NADH/NADPH
oxydase

Xanthine oxydase

Lipoxygénase

Cyclooxygénase

Figure 7 : schéma récapitulatif des sources des ROS, des enzymes impliquées dans la défense
antioxydantes et des cibles biologiques [44]

La réaction de Fenton implique des métaux de transition. L’oxydation de I’ion ferreux (Fe?*)
enion ferrique (Fe®") en présence de peroxyde d’oxygéne H.O2 génére le radical hydroxyle,
le plus puissant oxydant de la famille des ROS, car il ne peut étre détruit enzymatiquement. La
réaction de Fenton peut se faire directement a partir de ’anion superoxyde pour générer le

méme radical (figure 8).
Fe*+H,0, ——> Fe* + OH + OH"

Figure 8 : Réaction de Fenton [40]

1.8. Les cibles biologiques du stress oxydant
Les entités oxydantes etant trés reactives, elles réagissent avec les premieres molécules
gu'elles rencontrent. Elles ont comme cibles les lipides, les acides nucléiques, les

protéines et les sucres [45].

1.9. Implications du stress oxydant dans le diabete et pathologie associée
Une production importante de ROS joue un rdle dans la pathogénese de nombreuses

maladies. IIs sont impliqués dans I’ischémie/re-perfusion, les maladies neurodégénératives, les
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cancers, ’infarctus, le diabéte, ’hypertension mais aussi dans la formation des Iésions

vasculaires de I’athérosclérose [46].

1.9.1. Le diabete

Lors de la pathologie diabétique, I’hyperglycémie constitue un stress oxydant [47]. Elle est
responsable de I’augmentation de la glycolyse qui par accroissement du potentiel de membrane
mitochondriale augmente la formation de radicaux. De plus, elle inhibe Ila
glycéraldéhyde-3 phosphate déshydrogénase ce qui diminue la formation du cofacteur

réduit NADPH,H" essentiel a la régulation de I’homéostasie redox [48]

1.9.2. Glutotoxicité liée a I’hyperglycémie

Les mécanismes de la toxicité du glucose au niveau des tissus cibles des complications
du diabéte sont multiples [49]. Le glucose exerce son effet toxique et forme des ROS par
différents mécanismes. Il a été montré chez des rats Goto-Kakizaki (GK), diabétiques de type
2, non obéses, une augmentation des marqueurs du stress oxydant suite a une hyperglycémie
[50]. Les mécanismes conduisant a la formation de ROS sont notamment, le phénomeéne d’auto-
oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de la PKC et la glycation des

protéines avec formation des produits avances de fin de glycation (AGES).

1.9.2.1. Auto-oxydation du glucose
L’auto-oxydation du glucose a été décrite par Wolff et Dean (1987) [51]. Le glucose dans sa
forme linéaire (projection de Fischer) possede une fonction aldéhyde et une fonction hydroxyle

adjacente en équilibre avec la forme ene-diol (figure 9).

0 H H OH
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HO—C—H HO—C—H
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H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH

H20H H;OH
Glucose 1,2-Ene-diol

Figure 9 : Représentation selon la projection de Fischer du glucose et de sa forme éne-diol [52]
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C’est sous cette derniere forme que le glucose est capable de facon isolée de s’oxyder en
présence de métaux de transition, aboutissant a la formation d’un radical anionique éne-diol.
Ce radical peut ensuite réagir avec 1’oxygene pour libérer des anions superoxydes. Au cours de
cette réaction, il y a formation d’a-cétoaldéhyde, qui peut réagir avec des métaux de

transition via la réaction Fenton pour former des radicaux hydroxyles tres réactifs [53,54,55,]

1.9.2.2. Voie des polyols

A T’état de normoglycémie, le glucose est transformé par 1’hexokinase en glucose-6-
phosphate pour rejoindre la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Cependant,
dans le cas d’une hyperglycémie, I’hexokinase est saturée [56]. Le glucose, de ce fait,
s’accumule dans les tissus périphériques et active une voie accessoire, la voie des polyols. Dans
cette voie, le glucose est transformé en sorbitol par 1’aldose réductase, qui n’est activée qu’en
présence d’une hyperglycémie, car elle possede une faible affinité pour le glucose [57]. La
réaction a lieu en présence du cofacteur NADPH,H" issu de la voie des pentoses
phosphates. Le sorbitol est ensuite transformé en fructose par le sorbitol déshydrogénase, dont
le cofacteur est le NAD™ (figure 10). Le sorbitol, qui ne peut pas franchir la membrane
plasmique, s’accumule dans la cellule, et augmente la pression osmotique, entrainant
une hyperosmolarité intracellulaire [58]. La production accrue de fructose par cette voie
peut également stimuler la formation des AGEs grace au plus grand pouvoir réducteur

du fructose par rapport au glucose [59] .

Aldose réductase Sorbitol deshydrogenase
Glucose ~—====_*  Sorhitol /—\4* Fructose
H"-"OHM:EJ NADPH NADP" NAD™ NADH

Glucose-6-phosphate

Glycolyse Y

l

Pyruvate

Pentoses phosphates

Figure 10 : Voie des polyols et autres voies du catabolisme du glucose [60]
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L’activation de cette voie peut avoir des effets délétéres [61]. La principale conséquence
est la modification du statut redox intracellulaire résultant de la baisse en NADPH,H", au
détriment du fonctionnement de nombreuses enzymes antioxydantes comme la glutathion-
réductase, 1’ascorbate-réductase et la NOS qui utilisent ce cofacteur [62] . Cette baisse
de cofacteur et de GSH réduit augmente la sensibilité¢ de la cellule au stress oxydant
[63].

1.9.2.3. Voie de la PKC

Une hyperactivité de la protéine kinase C au cours du diabete dans de nombreux tissus est une
des hypothéses avancées [64]. L’hyperglycémie induit une synthése accrue de diacylglycérol
(DAG) a partir des intermédiaires de la glycolyse, qui est un cofacteur activateur des différentes
isoformes de la PKC [65]. L’augmentation de 1’activité de I’enzyme induit une augmentation
de I’expression des genes néfastes pour la cellule et au contraire, diminue celle des geénes
bénéfiques. En effet, elle augmente 1’expression de facteurs vasoconstricteurs (endothéline-
1) en diminuant ceux vasodilatateurs (NO). Elle induit également 1’expression de genes
pro-inflammatoires et augmente la production de ROS par la NADPH oxydase [63]
(figure 11).
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Figure 11 : Conséquence de I’activation de la PKC induite par I’hyperglycémie [63]
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1.9.3. Glycation des protéines et formation des AGEs

1.9.3.1. Formation des AGEs

Un autre rOle cytotoxique du glucose concerne la glycation lente non enzymatique des
protéines [65]. Le glucose (ou autre sucre réducteur) réagit avec la fonction amine N-
terminal des protéines ou d’un acide aminé, le plus souvent une lysine, ce qui permet la
formation d’une base de Schiff qui se réarrange en produit d’Amadori. Cette réaction est trés
dépendante du temps d’exposition au sucre et de la concentration de celui-ci. La formation de
ces composés est réversible [66]. Par la suite, les produits d’Amadori se dégradent
irréversiblement en a-céto-aldéhyde comme le 1 et 3-désoxyglucosone, qui peut encore
réagir avec des protéines pour former des adduits fluorescents appelés produits de
Maillard [67, 68, 69] (figure 12).
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X » '| I AGE
CH CH,
I
CHO E
0 (CHOHL o
. . I
(CHOH), CH:0H (CHOH);
CH.0OH Baze de Schiff ,::»-.:0'_
Glucose Froduit
4’ Amaderi
¥ “
CHO
E
co |
NH
CH. i
CH:
CHOH), |
o CO0OH
CH:0H Carborvmethyvllvsine
Dicarbonyle
{3-desoxyglucosone)
_ R-NH:
/
4 z0

Figure 12 : Formation des AGEs par la voie de Maillards [60]

Les produits de Maillard sont aussi appelés produits de glycation avancées (AGEs) et
sont fortement mutagenes. De plus, ils ne peuvent pas étre détruits car le protéasome ne peut
détruire les protéines glyquées. Ces produits s’accumulent alors dans la cellule et peuvent
entrainer un dysfonctionnement de son métabolisme, finissant par engendrer sa mort. La

formation d’AGEs est dépendante des ROS ; elle est augmentée par la production de MDA et

100



par la diminution de GSH réduit [70]. Une fois formées, les protéines glyquées produisent
¢galement des anions superoxydes [71]. La glycation touche des protéines comme 1’albumine,
les immunoglobulines, le fibrinogéne, le collagéne et les LDL. La protéine glyquée la plus
connue est I’hémoglobine glyquée, HbALc dont le taux est utilisé en cliniqgue comme indice du

contr6le métabolique de la glycémie [72].

1.9.4. Conséquences de la glycation

La glycation peut provoquer une altération des activités enzymatiques (présence d’un résidu
lysine glyquée au voisinage du site actif de I’enzyme ou modification de la conformation
de I’enzyme), la formation d’agrégats entre les protéines [73] et la perte d’une partie des
propriétés mécaniques de la paroi vasculaire par épaississement de celle-ci et par
diminution de la fluidité membranaire. La glycation au niveau des acides nucléiques entraine
des cassures des chromosomes, une atteinte des processus de réparation, de réplication et de

transcription.

1.10. Défenses antioxydantes des cellules 3

Les cellules B pancréatiques sont trés vulnérables au stress oxydant de par leur déficience en
enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde dismutase a cuivre/zinc (Cu/Zn
SOD) et la glutathion peroxydase [74, 75] (qui représentent la premiere ligne de défense contre
le stress). De plus, elles présentent une faible concentration en glutathion réduit GSH [76]. Des
études ont montré qu’une surexpression de la Gpx, de la CAT et de la SOD a cuivre/zinc dans
des cellules insulino-sécrétrices les protégeaient du stress oxydant [77,78]. In vivo, d’autres
études ont mis en évidence ’effet protecteur d’une surexpression de la SOD a cuivre/Zinc
chez une souris transgénique en augmentant la tolérance des cellules B au stress oxydant
induit par I’alloxane [79,80]. De plus, I’effet diabétogene de la streptozotocine est diminué
chez des souris transgéniques surexprimant dans les cellules 3, la thiorédoxine, une enzyme
antioxydante [81]. Dans les cellules RINm5F, la surexpression de la catalase, de la Gpx
et de la Cu/Zn SOD protege les cellules B contre la fragmentation de ’ADN induit par des
cytokines [82].

1.11. Effet du stress oxydant sur I’insulino-sécrétion et 1’insulino-résistance

Les ROS perturbent et inhibent I’insulino-sécrétion [83] en inhibant la transduction du signal
du glucose dans les cellules . En effet, le peroxyde d’hydrogéne a une dose de 1mmol/L sur
des ilots de souris, inhibe la sécrétion d’insuline en diminuant le ratio ATP/ADP

intracellulaire. Par conséquent, une activation des canaux potassiques ATP-dépendant entraine
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une hyperpolarisation membranaire [84] qui empéche la libération de I’insuline par la cellule B
(figure 13). Ces études ont été confirmées sur des Tlots de rat [85] et humain [86] avec des doses

en peroxyde d’hydrogéne comprises entre 0,1 et 0,5mmol/L.
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Figure 13 : Effet du stress oxydant sur 1’insulino-sécrétion [60]

La baisse de la concentration en ATP est due a une attaque des ROS sur les mitochondries. La
mitochondrie est une des premieres sources de ROS mais elle est également sa principale
cible. Elles peuvent inhiber la chaine respiratoire [87] et endommager des composés
mitochondriaux comme I’ADN mitochondrial. Ce dernier est dépourvu d’histones et de
systémes de réparation efficaces comparé a I’ADN nucléaire [88,89]. Il est donc plus sensible
a I’attaque des especes réactives. L’ ADN mitochondrial, une fois altéré, perturbe également le
fonctionnement de la chaine respiratoire, générant des ROS. De plus, d’autres études ont montré
que des produits de peroxydation lipidique comme le 4-HNE diminuent la sécrétion d’insuline
[90].

Les ROS sont également impliquées dans 1’insulino-résistance. Des études sur des cellules en
culture démontrent que les ROS inhibent la transduction du signal de I’insuline. Elles
empéchent I’autophosphorylation du récepteur a I’insuline et par conséquent celle de la

protéine IRS-1, conduisant a un blocage des voies en amont de la PI3K. La translocation du
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récepteur GLUT4 est alors inhibée [91] ne permettant pas I’entrée du glucose dans la cellule
(figure 14).

Figure 14 : Mécanisme de résistance a I’insuline induite par les ROS [60]

En effet, des concentrations de I’ordre de la micromolaire en peroxyde d’hydrogene suffisent a
inhiber 1’autophosphorylation du récepteur a I’insuline sur des cellules en culture [92]

entrainant ou favorisant 1’insulino-résistance.

1.12. Préventions par les antioxydants [60]

Le terme antioxydant était a l'origine utilisé pour désigner les substances chimiques qui
empéchent les réactions avec l'oxygéne. A la fin du XIXe siécle et au début du XXe
siecle les propriétés des antioxydants ont été largement étudiées pour leur utilisation dans
les procédés industriels afin de réduire, par exemple, la corrosion des métaux. Les
antioxydants, dans le cas présent, sont des molécules naturellement produites par le
corps ou bien apportées par I’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux
lors du stress oxydant. La production des entités oxydantes est constamment en equilibre avec

les systemes de défenses antioxydantes (figure 15).
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Figure 15 : Déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les systemes de défenses

antioxydantes lors du stress oxydant [60]

1.13. Les systemes de défenses antioxydants

L’organisme est doté d’un ensemble de systeémes de défenses antioxydantes tres efficaces afin
de diminuer la concentration des entités oxydantes dans 1I’organisme. Le terme d’antioxydant
désigne toute substance qui, présente a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxygene, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce substrat [93]. La nature des
systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve
dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire [94]. Il existe différents types de molécules
qu’elles soient naturelles ou synthétiques et dont le mode d’action repose sur un systeme

enzymatique (premiéres lignes de défense) ou non (molécules piégeuses d’électrons).

1.14. Les enzymes antioxydantes [60]

Les enzymes antioxydantes sont les premiéres lignes de défenses contre les entités oxydantes.
Leur role est de diminuer la quantité de ROS présentes dans la cellule. Parfois ces
enzymes nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour

pouvoir exercer leur activité enzymatique.

1.14.1. Superoxydes dismutases (SOD)
Les SOD sont les premiéres enzymes a intervenir dans la cascade des ROS. Ce sont des
métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne

et oxygene, selon la réaction suivante (figure 16).
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SOD (CuysZm)
> O+ 2 H e Ho O + O

Figure 16 : Réaction de dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene

IL en existe trois isoformes décrites chez les mammiferes [95]: la SOD a Manganese
(Mn) dans les mitochondries, a cuivre (Cu) ou a zinc (Zn) dans le cytoplasme et les
mitochondries, et des formes Cu/Zn SOD extracellulaires. Les deux derniéres sont retrouvees
dans les vaisseaux sanguins. Il existe des molécules chimiques de synthese qui possedent
cette activité enzymatique et sont perméables aux membranes cellulaires. Elles sont appelées

SOD mimeétiques.

1.14.2. Catalase (CAT)

Le peroxyde d’hydrogéne généré notamment lors de la dismutation de I’anion superoxyde est
dégradé par la catalase. Cette enzyme est formée de quatre chaines polypeptidiques,
comportant chacune un groupe héme, qui constituent les sites actifs de la CAT. Pour
catalyser la réaction, I’atome de fer du groupement héme réalise une coupure hétérolytique
de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogene, ce qui crée une molécule d’eau et un groupement
intermédiaire Fe(1V)=0 tres oxydant; ce dernier peut ensuite oxyder une autre molécule
de peroxyde d'’hydrogéne pour donner du dioxygene [60] . Cette réaction est illustrée par les

deux demi-équations suivantes (figurel?) :

L’enzyme est essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les €rythrocytes.

H;0, + Fe(TII)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E (1)
oit B représents
H,0, + O=Fe(IV)-E — O, + Fe(Il)}-E + H,0 (2) I'heme de I"enzyme
CAT (Fe)
2H,0, ——= 2H,0+0,

Figure 17 : Réactions d’oxydation de peroxyde d’hydrogéne conduisant a la formation du

dioxygéne

1.14.3. Glutathions peroxydases (GPx) et glutathions réductases (GR)
La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un

atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. La Gpx est présente dans
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les liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au niveau du cytoplasme et des
membranes. Elle assure la réduction du peroxyde d’hydrogeéne en eau, des hydroperoxydes
organiques (ROOH) en alcools (ROH) et des especes radicalaires en especes non
radicalaires, grace a la présence de glutathion réduit (GSH), selon le mécanisme suivant
(figure 18):

Gpx (Se)
2H,0, +2 GSH > GSSG+2H,0

ROOH+2G5SH ———> ROH+H,0+GS5G
2R +2 GSH —> 2RH + GSSG

Figure 18 : Réaction du mécanisme d’action de la glutathion peroxydase

Les molécules toxiques sont ainsi transformées en molécules assimilables comme 1’eau et
I’alcool. Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion oxydée GSSG est
obtenue. Pour que cette réaction perdure, il doit y avoir un taux constant de GSH, ce
qui est rendu possible par la glutathion réductase (GR). Elle catalyse la réduction du
GSSG en GSH (figure 19), a I’aide du cofacteur NADPH sous forme réduite (NADPH,
H™). Le NADPH, H" provient de 1’oxydation du glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconate
par la glucose-6-phosphate déshydrogénase, de la voie des pentoses phosphates [60].

GR
GS5G + NADPH, H* > 2GS5H + NADP*

Figure 19 : Réaction de réduction GSSG en GSH

1.15. Les systemes antioxydants non enzymatiques et leurs effets

Les systemes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement apportés par
I’alimentation ou par des composés endogenes. Ils peuvent avoir un role de «scavengery,
c’est-a-dire qu’ils ont la capacité de piéger les entités oxydantes en captant leur électron libre
et en formant ainsi des entités plus stables qui pourront étre €liminées par d’autres systémes
antioxydants. Les principales molécules sont le glutathion (GSH), la vitamine E (a-tocophérol),

la vitamine C (acide L-ascorbique), la vitamine A (caroténoide) et les polyphénols [60].
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1.16. Importance des antioxydants alimentaires

Lors d’un stress oxydant, les défenses sont saturées et insuffisantes. Les apports exogenes
d’antioxydants peuvent suppléer cette insuffisance. En effet, la vitamine E, C, les caroténoides
et les polyphénols apportés par I’alimentation ont des effets directs sur les constituants
cellulaires et circulants [96]. De plus, les oligo-éléments comme le zinc, le sélénium, le
manganese ou le cuivre, apportés par le bol alimentaire, permettent de faire fonctionner
des enzymes antioxydantes comme les superoxydes dismutases [96]. La plupart des
antioxydants de I’alimentation proviennent des végétaux c'est-a-dire des fruits, des légumes,
des plantes ou des racines mais aussi des déchets de certaines plantes tel que le grignon et les
margines d’olive. Les antioxydants vont réduire les radicaux libres ; chaque molécule
antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre [97]. De nombreux vegétaux
contiennent des antioxydants. Souvent, la mesure de la capacité antioxydante totale (CAT)
est réalisée par la procédure ORAC «Oxygen Radical Absorbance Capacity». L’unité
ORAC est exprimée en micromoles d’équivalents de Trolox ou TE (dérivé soluble de la
vitamine E, perméable aux cellules). Cette valeur mesure la capacité de ’aliment a neutraliser
le radical peroxyle. Il a été démontré que, pour avoir un impact significatif sur la capacité
antioxydante du plasma et des tissus, la consommation de molécules antioxydantes doit
étre comprise entre 3 000 et 5 000 unités ORAC [98].

1.17. Risque des antioxydants

Un antioxydant peut devenir pro-oxydant et avoir 1’effet contraire de celui escompté a partir
du moment ou la dose ingérée est trop importante. Ainsi, lors des supplémentations, il ne faut
pas dépasser les doses indiquées. De plus, les antioxydants ingérés dans le bol alimentaire n’ont
pas la méme biodisponibilité que s’ils sont ingérés sous forme purifiée. Par exemple, une
ingestion de 100 mg de quercétine par I’alimentation augmente son taux sanguin, mais la prise
de 100 mg de quercétine purifiée augmente 10 fois son taux sanguin, dose qui devient
alors toxique. Ainsi, le catabolisme oxydant de la quercétine conduit a la formation de produits
secondaires, qui facilitent la formation des anions superoxydes et diminuent le GSH [99]. Des
études ont également montré que 1’oxydation des polyphénols antioxydants génére des anions

superoxydes, du peroxyde d’hydrogéne et des complexes qui sont potentiellement toxiques
[100].
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1.18. Les antioxydants dans le diabéte

De nombreux antioxydants sont utilisés dans la pathologie diabétique, notamment a I’aide d’une
supplémentation en vitamines, coenzyme et oligo-éléments. En effet, une étude a montré
qu’une supplémentation en vitamine E permet de protéger contre la glycation des protéines et
des radicaux libres [101, 102]. De plus, elle a des effets positifs sur I’action de I’insuline
chez des patients diabétiques de type 2 [103,104]. Elle permet de réduire la glycémie,
I’hémoglobine glyquée (HbAlc), les triglycérides, les acides gras libres et le cholestérol total.
La vitamine C est d’un grand intérét également car cet antioxydant hydrosoluble permet de

régénérer la vitamine E et le GSH.

Une supplémentation en cette molécule permet d’améliorer la sensibilité a 1’insuline [105].
Cependant, des études ont montré qu’il n’y avait pas d’effet de la vitamine C chez des sujets
témoins [106] et chez des patients diabétiques de type 2 insulino-résistants, a forte dose [107].
Il a été également rapporté qu’une supplémentation en vitamine D pendant les premiéres années

de la vie diminue significativement le risque de développer un diabéte de type 1 [108,109].

L’étude DAISY «Diabetes Autoimmunity Study in the Young» a montré qu’une alimentation
comprenant des acides gras riches en oméga 3 (acides gras polyinsaturés) était associée a une
réduction du risque de développer une auto-immunité au niveau de 1’ilot chez des enfants
prédisposes genétiqguement au diabete de type 1 [110]. L’acide lipoique est un cofacteur
notamment des enzymes du cycle de Krebs. Son réle antioxydant est moins connu que celui
des vitamines E ou C. Sur des mod¢les animaux de diabete de type 1 et 2, 1’acide lipoique
améliore la sensibilité a I’insuline dans les cellules musculaires [111]. Il améliore également
cette sensibilité chez le patient diabétique de type 2 aprés administration intra veineuse
(iv) ou per os (ou voie orale) [112]. Son mécanisme d’action est inconnu, mais des données in
vivo suggérent qu’il permet le maintien du GSH réduit en présence du stress oxydant et qu’il
empéche 1’activation des inhibiteurs des kinases (IKKf) permettant la restauration de la
sensibilité a ’insuline [113]. Ruderman et Prentki (2004) ont également montré que 1’acide
lipoique améliore 1’insulino-sensibilité en ayant un effet sur I’AMP kinase [114]. Enfin,
Bouloumie et al. (1994) ont montré qu’une administration de GSH en infusion chez des patients

diabétiques de type 2 a également un effet bénéfique sur la sensibilité de 1’insuline [115].

1.19. Les composés d’origine naturelle non vitaminique
Outre la supplémentation en vitamines et oligo-éléments, les cultures anciennes utilisaient les

plantes ou la nourriture pour se prémunir des maladies. Ainsi, dans la médecine traditionnelle
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indienne, I’utilisation de I’écorce d’un arbre de la famille des fabacées, Pterocarpus marsupium
roxb, était utilisée pour soigner le diabéte. Mais d’autres végétaux ou fruits ont des
propriétés hypoglycémiantes comme le melon amer, le ginko, les ails et les oignons. En
1988, des études cliniques menées a Mexico ont montré I’effet hypoglycémiant du nopal, un
cactus plus connu sous le nom de figuier de Barbarie [116]. Le fenugrec a également des
propriétés hypoglycémiantes dans le diabéte de type 1 [117] et les feuilles de bleuets dans le
diabéte de type 2 [118] conduisent a une diminution du LDL. Enfin la cannelle a des doses de
1 a 6g, permet de diminuer les risques de complications cardiovasculaires en améliorant
la sensibilit¢ a I’insuline chez des patients diabétiques [119]. Les cosses de haricot

permettent également de diminuer la glycémie car elles sont riches en flavonoides.

1.20. Les polyphénols

Ils représentent un groupe important de composés issus des plantes ayant des effets
protecteurs envers de nombreuses pathologies, comme les maladies cardiovasculaires et
les cancers. Il existe des composés non azotés qui sont caractérisés par la présence d’au
moins un noyau benzene avec plusieurs groupements hydroxyle qui peuvent étre libres

ou liés a d’autres fonctions chimiques [120].

L’activité antioxydante des polyphénols est due au caractére acide de la fonction phénol
(donneur d’hydrogene) et a sa possibilité d’établir des liaisons hydrogenes. Cela lui
confere la capacité de complexer les métaux, de se combiner a des molécules nucléophiles
et de faire des réactions d’oxydoréduction [121]. Leur possibilité de piéger les radicaux libres

est due & leur fonction hydrogéne.

1.20.1. Implication de quelques biophénols du grignon d’olive dans le diabéte
L'hydroxytyrosol, souvent abrégé HT ou HTyr, et le tyrosol abrégé Tyr sont des dérivés
métaboliques de I'oleuropéine apres hydrolyse et sont structurellement similaires. lls sont
fortement présents dans les déchets de I’industriel oléicole (grignon et margine). De
nombreuses recherches ont été menées au cours des vingt dernieres années pour tenter de
déterminer les effets sur la santé de l'oleuropéine [122], de I'nydroxytyrosol, du tyrosol et
d'autres composés phénoliques presents dans I'huile d'olive [123, 124, 125, 126,127]. Les
preuves montrent que I'nydroxytyrosol a des propriétés antioxydantes, affecte I'noméostasie du
glucose et des lipides et peut protéger contre le diabéte [127, 128, 129, 130,131].
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1.20.1.1. Hydroxytyrosol

Par ailleurs, Les études expérimentales d'exposition a I'nydroxytyrosol (HT) des cellules
musculaires squelettiques, des adipocytes, des hépatocytes et des cellules pancréatiques
indiquent que I'HT peut avoir des effets qui pourraient étre bénéfiques dans le traitement du
diabete ou du syndrome métabolique [132]. Les quelques études ayant examinée les effets de
I'HT sur les cellules musculaires squelettiques ont montré que I'HT peut augmenter la capacité
oxydative et la santé musculaire en soutenant la biogenese mitochondriale et en protégeant les
myocytes du stress oxydatif, en plus d'augmenter I'absorption du glucose [133, 134, 135,136].
Plusieurs études exposant les adipocytes a I'HT rapportent une adipogenese diminuée, une
capacité mitochondriale améliorée et une accumulation de lipides réduite, cependant, une seule
étude a rapporté une différenciation accrue des adipocytes [135, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143,144]. La plupart des études sur la culture cellulaire des hépatocytes suggeérent que I'HT
atténue le stress oxydatif dans le foie, avec un cas rapporté de synthese lipidique réduite [145,
146, 147, 148, 149,150]. L'impact de I'exposition des cellules pancréatiques a I'HT n'a pas été
établi, mais des recherches préliminaires indiquent qu'elle pourrait augmenter la sécrétion

d'insuline et inhiber les dommages aux cellules amyloides B [151,152].

En outre, de nombreuses études utilisant des modéles expérimentaux de diabéte chez les
rongeurs ont montré que I'HT peut avoir des effets bénéfiques in vivo contre le diabéte, I'obésité
et les maladies métaboliques. Le diabéte a été induit par voie chimique avec de l'alloxan ou de
la streptozotocine, qui endommagent les cellules et inhibent la production d'insuline par le
pancréas [153]. Ainsi, les études utilisant des rongeurs atteints de diabéte induit par I'alloxane
ou la streptozotocine ont montré que I'HT pouvait diminuer les taux sériques de glucose et de
lipides, atténuer I'inflammation et réduire considérablement le stress oxydatif. L'impact nocif
de I'hyperglycémie et du manque de production d'insuline sur le foie, le cceur, le cerveau, le
pancréas et les cellules rétiniennes a également été atténué par I'HT [151,154,155,156,157
,158,159,160, 161,162,163].

Des expériences secondaires utilisant le Triton WR-1339 pour induire chimiquement
I'nyperlipidémie ont également montré que I'HT diminuait les lipides sériques et les lésions
hépatiques [161,163]. HT a également été étudié dans des modeéles de souris génétiques db / db
C57BL / 6J de diabete, dépourvus de récepteurs de leptine et développant I'obésité et
I'nyperglycémie [153]. L'administration de HT & ces souris a été efficace pour réduire le glucose
et les lipides sériques ainsi que pour contréler le stress oxydatif dans le foie, les muscles et les

tissus cérébraux [164,165]. La plupart de ces études ont rapporté que I'HT atténuait

110



l'augmentation des lipides sériques, du glucose et de I'insuline causée par les régimes riches en
graisses. lls ont également observé une réduction des dommages oxydatifs, une augmentation
de la capacité antioxydante et une diminution de l'inflammation, avec le traitement a HT
[164,166, 167, 168, 169, 170, 171,172]. Ces données suggeérent que I'HT a le potentiel de
protéger les organes et les tissus des dommages causés par le diabéete [132].

1.20.1.2. Tyrosol

Par ailleurs, le Tyrosol (2- (4-hydroxyphényl) -éthanol, Tyr) s'est révélé étre un antioxydant
cellulaire efficace, probablement en raison de I'accumulation intracellulaire, malgré sa faible
activité antioxydante [173]. Le Tyr est un composé plutdt stable et donc, comparé a d'autres
polyphénols, beaucoup moins sujet & l'auto-oxydation. Il maintient également une activité

antioxydante dans des conditions critiques [174].

En outre, en présence de LDL oxydé, alors que les phénomenes d'autoxydation avaient déja
commence, le Tyr a maintenu une activité antioxydante inchangée, tandis que d'autres
flavonoides naturels plus actifs ont montré une réduction drastique de leur activité antioxydante

et parfois méme sont devenus pro-oxydants [174]

Il a été montré que le Tyr est efficace pour inhiber les dommages oxydatifs des cellules
musculaires L6 en inhibant la mort cellulaire induite par H2O2 en partie grace a la régulation
des kinases régulées par le signal extracellulaire (ERK), de la kinase N-terminale c-Jun (JNK)
et de la p38 MAPK et en augmentant la production d'ATP [175].

Les effets de Tyr sur la modulation des voies en amont régulant la réponse inflammatoire
induite par le LPS ont été étudiés. L'étude a confirmé que le Tyr pouvait exercer ses effets
bénéfiques contre I'nypertension, I'athérosclérose, les maladies coronariennes, l'insuffisance
cardiaque chronique, la résistance a I'insuline et I'obésité en modulant la régulation positive du
cluster de différenciation 14 (CD14) et en inhibant I'inflammation [176]. Le Tyr réduit
également les modifications oxydatives du HDL et en maintenant les propriétés physico-
chimiques du HDL, améliore la fonctionnalité du HDL, en particulier la capacité a favoriser
I'efflux de cholesterol [177]. Il possede également une activité antiathérogene due a l'inhibition
de la production de leucotriene B4 qui affecte la fonction endothéliale [174]. De plus, il a été
montré que le Tyr induit une protection myocardique contre le stress lié a I'ischémie et pourrait

étre consideré comme une thérapie anti-age [178].

Le traitement par le Tyr a amélioré I'hyperglycémie en régulant les enzymes clés du

métabolisme des glucides chez les rats diabétiques induits par la streptozotocine [179]. Le Tyr
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peut également jouer un réle important dans le traitement du diabéte, car il exerce des effets
anti-inflammatoires sur le foie et le pancréas des rats diabétiques induits par la streptozotocine,
et inhibe l'apoptose induite par le stress du réticulum endoplasmatique dans les cellules [
pancréatiques [180]. Le dysfonctionnement des cellules  pancréatiques est un facteur majeur

déterminant du développement du diabéte de type 2.

1.21. Digestion enzymatique et absorption intestinale des glucides

La digestion enzymatique des glucides et leur absorption par la mugueuse intestinale jouent un
role dans la régulation de la glycémie. Ce role est d’ailleurs pris en compte dans la stratégie
thérapeutique du diabéte, tant par I’élaboration de conseils nutritionnels que dans le mécanisme
d’action d’antidiabétiques oraux et cela en se basant sur ’action des alphas glucosidases et sur

le transport intestinal du glucose (SGLT1, GLUT?2), [181].

Les différentes glucosidases intestinales impliquées dans la digestion enzymatique des glucides

sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Les principales glucosidases intestinales connues [182].

Glucosidases intestinales Substrat Produits de dégradation
Alpha-amylase Amidon Amylose + amylopectine
Sucrase-isomaltase Saccharose, maltose, Fructose + Glucose
(a-Glucosidase) maltotriose

Maltose, maltotriose, o- Glucose
Maltase-glucoamylase .

dextrines

Lactase Lactose Galactose + Glucose

o-dextrines, maltose,

) Glucose
maltotiose

o-Dextrinase

1.21.1. Alpha amylase

1.21.1.1.Définition

L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la classe des
protéines globulaires [183]. Elle est une enzyme ubiquitaire, synthétisee chez tous les étres
vivants [184]. C’est une endo-enzyme, de masse moléculaire comprise entre 40 et 70 kDa [185],
qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4) de I’amylose, de 1’amylopectine, de
I’amidon et du glycogene a I’exclusion des liaisons terminales de ces chaines. Elle provoque la

libération du glucose, du maltose et surtout d’a-dextrines [186].
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1.21.1.2.Structure

Les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines renfermant 478 acides
aminés répartis en 3 domaines globulaires [183]. Ces domaines sont associés par une chaine
polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes (Figure 12). La partie
glucidique est formée essentiellement de maltose, les résidus constituant le site de fixation du
substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique sont localisés dans le domaine A qui

montre que 'a-amylase est formée de 8 feuillets B plissés et de 8 hélices o [187 ; 183].

1.21.1.3.origines
Les a-amylases sont abondantes dans tous les régnes, elles ont été isolées par extraction a partir
des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes [188, 189].

a) Origine animale : I’a-amylase animale est généralement extraite de la salive humaine et
du pancréas des mammiferes tels que les porcs et les veaux [190, 191] .

b) Origine végétale : I’a-amylase joue chez les plantes un réle important dans le
métabolisme glucidique, ou elle participe a I’hydrolyse de I’amidon en produisant des
sucres réducteurs (glucose et maltose) directement assimilables [192] . Cette enzyme
végétale est generalement obtenue par extraction a partir des céréales notamment le blé,
I’orge, le son ou le riz [193]. Elle est souvent formée au cours de la germination des
grains [194] .

c) Origine microbienne : on distingue les a-amylases fongiques et bactériennes. Les o-
amylases fongiques différent des amylases bactériennes par une inactivation par la
température, un pouvoir élevé de saccharification et un pH optimal faible (4-5) [195].

1.21.1.4. Mécanisme d’action
En général, les a-amylases peuvent agir par différents modes d’action. Selon les conditions
(température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme peut utiliser I’un ou 1’autre

mécanisme et méme une combinaison entre plusieurs mécanismes [196, 197] .

a) Attaque aléatoire ou au hasard : n’importe quelle liaison a-(1-4) peut étre hydrolysée a
partir de I’extrémité réductrice. Elle provoque la formation de glucose, maltose et
surtout du D-dextrine [198].

b) Attaque préférée : I’ a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons

glucosidiques dans le substrat [199].
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c) Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de I’enzyme tout au long
de la chaine du substrat et I’enzyme hydrolyse les liaisons glucosidiques sans se
dissocier du substrat [200].

d) Meécanisme uni-chaine : ’enzyme dégrade une chaine avant de passer a 1’autre. Une fois
que I’enzyme forme le complexe actif avec le premier substrat, elle catalyse la réaction
et ne forme pas un autre complexe actif avec d’autres substrats jusqu’a I’achévement de
la dégradation de la premiére chaine [199] .

e) Mécanisme multi-chaine : toutes les chaines sont dégradées parallelement [2001].

1.21.1.5.Régulation de la synthese de I’a-amylase

La répression catabolique de I'expression des génes est un systeme de normalisation
fondamental et omniprésent, afin de répondre aux changements de disponibilité nutritive. Des
¢tudes ont démontré que la biosynthése de 1’a-amylase est régulée uniquement par répression
au cours de la transcription et/ou au cours de la traduction [202]. Chez les micro-organismes,
le glucose ou d'autres sources de carbone rapidement métabolisables, répriment I'expression
des génes qui codent pour des enzymes liées au métabolisme d'autres sources de carbone [203].
L’alpha amylase est inhibé par des molécules chimiques telles que 1’acarbose dont la structure

chimique est représentée dans le schéma ci-dessous (figure 21).

Figure 20 : Représentation des structures secondaire et tertiaire de I’a-amylase de I’orge [204].
Les fleches cylindriques en vert représentent les hélices o, et les fleches plates en brun

représentent les feuillets B. Les sphéres translucides représentent les ions Ca2-+.
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1.22. Acarbose [205]

L'acarbose est un inhibiteur oral de l'a-glucosidase et de I'a-amylase utilisé dans la prise en
charge du DT2. L'acarbose est un oligosaccharide complexe connu pour réduire et ralentir
I'absorption intestinale du glucose, ce qui réduit par la suite la hausse postprandiale de la
glycémie chez les patients atteints de DT2. Les patients atteints de DT2 regoivent souvent une
dose de départ recommandée d'acarbose de 50 mg trois fois par jour, qui peut étre augmentée a
une dose d'entretien de 100 a 200 mg trois fois par jour apres 6 a 8 semaines si nécessaire. Par
contre, une inhibition excessive de l'a-amylase pancréatique résultant d'une utilisation
prolongée de I'acarbose peut entrainer I'accumulation de glucides non digérés dans le c6lon et
servir de substrat a la fermentation bactérienne ; les conséquences en sont des complications

gastro-intestinales séveres telles que flatulences, diarrhée et distension abdominale.

Figure 21 : structure de I’acarbose [206]
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La partie expérimentale qui a pour but de mettre en évidence 1’effet antidiabétique in vitro des
différents échantillons résumés dans le tableau n°2, va consister tout d’abord a évaluer le
contenu phénolique par la méthode de Folin - Ciocalteu (polyphénols totaux) et par la méthode
trichlorure d’almunium (flavonoides). Ensuite a I’évaluation de 1’activité antioxydante par deux

méthodes (DPPH et ABTS).

1. Matériels
Les produits d’encapsulation qui nous a servis de support matériel dans cette expérience sont

résumés dans le tableau ci-dessous

Tableau 2 : les différents produits étudiés constitués de composes phénoliques libres et
encapsulés

Echantillons Abréviation

Grignon d’olive avant encapsulation

GG départ

Encapsula de polyphénols de grignon
d’olive sous micro-ondes

PP/A p-ondes

Encapsula de tyrosol sous micro-ondes

Tyr/A p-ondes

Encapsula de tyrosol sous chauffage

Tyr/A conv

conventionnel

Pour rappel le grignon de départ a été acheté chez GRAPSUD, les encapsulas ont été obtenus
par le procédé d’encapsulation dont la description a fait 1’objet de la premiére partie de cette
thése.

1.1. Préparation des échantillons

Tous les échantillons ont été préparés selon le méme protocole avant les différentes analyses,
excepté le grignon qui a nécessité de petites modifications. Etant donné que, tous les
échantillons sont tous issus de lyophilisation cela nous a facilité leur manipulation, ainsi : 30
mg de chaque lyophilisat ont été pesés sur une balance analytique RADWAG (AS 220/C/2),
puis introduit dans un tube a hémolyse, avec 15 mL d'eau distillée, les tubes sont chauffés au
bain-marie (45°C) pendant 15min, pour dissoudre complétement I'amidon et ainsi les composés
phénoliques encapsulés sont libérés. La poudre de grignons d'olive a eté préparée dans un
mélange de solvant (eau/éthanol) car elle n’est pas soluble dans 1’eau. Soit 30 mg de lyophilisat
de grignons ont été pesé, puis introduit dans un tube a hémolyse avec de I'eau et de I'éthanol

(80720 v/v), ensuite la solution a été chauffée au bain-marie (37°C) pendant 15 min.

La caractérisation du grignon d’olive et de I’encapsula de polyphénols a été réalisée par UPLC-
DAD-MS (voir premiere partie).
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2. Métthodes

2.1. Dosage des composes phénoliques
2.2. Dosage des polyphénols totaux (TPC)

2.3. Méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu
La quantification des composés phénoliques totaux des différents lyophilisats (GG départ, PP/A
p-ondes, Tyr / A conv et Tyr / A p-ondes) a été réalisée selon le protocole de Lister et Wilson

[42] avec de légeres modifications.

a) Principe
La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1204) et 1’acide phosphomolybdique
(HsPMO1204). 1 est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu du
tungstene (WsO23) et de molybdénes (MogO23). La coloration présente un maximum
d’absorption a 765 nm dont I’intensité de coloration est proportionnelle a la quantité de

composés phénoliques présents dans 1’échantillon [2006].

b) Protocole

Soit 0,5ml de chague échantillon a été mélangé avec 2ml du réactif de Folin et Ciocalteu dilué
au 1/10 eme. Le mélange est bien agité, et laissé a température ambiante pendant 4 min. Ensuite
4mL d'une solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7.5 % sont ajoutés au mélange. La
solution obtenue est incubée au bain marie pendant 30 min. La lecture de 1’absorbance est
effectuée a I’aide d’un spectrophotometre UV/VIS JASCO V-630 a 765 nm contre un blanc qui
contient de I’eau. Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires, en
utilisant I'acide gallique comme contréle positif a différentes concentrations croissantes (16 a
2000 pg/mL).

c) Expression des résultats
Les résultats obtenus, exprimés en mg Eq acide gallique par gramme de grignon et de
lyophilisat, sont calculés selon 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique : Y=0,010x + 0,002 ; R?= 0,998 (figure26).

2.4. Dosage flavonoides
La quantification des flavonoides des différents lyophilisats (GG départ, PP/A p-ondes, Tyr/A
conv et Tyr/A p-ondes) a été réalisée selon le protocole de Dewanto et al. [42] avec de légéres

modifications.
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a) Principe
La détermination du taux de flavonoides totaux est estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AlCl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium, utilis¢ comme
agent chromogene, forme un complexe jaune avec les flavonoides et devient rose avec la soude

et absorbe dans le visible a 510 nm.

b) Protocole
Soit 1 mL de I’échantillon est mélangé avec 5,6 mL d’eau distillée, puis 0,2 mL de la solution
de nitrite de sodium (NaNO-) a 5% a été ajouté. Apres cing minutes, 0,2 mL de Trichlorure
d’aluminium (AIClz) & 10% a été ajouté et le mélange a été laisse au repos pendant 6 min.
Ensuite, 2 mL de la soude (NaOH) (1M) a été ajoutée et la solution a été bien mélangée puis
laissée a température ambiante a 1’abri de la lumiére pendant 30 min. La lecture de 1’absorbance
est effectuée a I’aide d’un spectrophotomeétre UV/VIS JASCO V-630 a 510 nm contre un blanc
contenant de I’eau. Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opeératoires, en
utilisant la quercétine comme contréle positif a différentes concentrations croissantes (0 a 100

pg/mL).

c) Expression des résultats
La concentration des flavonoides présents dans les différents échantillons exprimée en mg
équivalent quercétine/g de grignon et de lyophilisat a été déterminée en utilisant 1’équation de
la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine : Y=0,022x + 0,006 ; R?=0,999

(figure 27).

2.5. Evaluation de I’activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
phénoliques. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un
réactif dans le milieu réactionnel. Dans cette étude nous avons fait recours a deux méthodes
celle de DPPH et celle de I’ABTS, ses deux méthodes sont toutes les deux basées sur la capacité
d’un antioxydant en occurrence les polyphénols de nos échantillons (encapsulés et non

encapsulé) a reduire les radicaux DPPH" et ABTS".

2.6. Méthode DPPH
L’effet antiradicalaire des différents échantillons vis-a-vis du radical DPPHe est basé sur la

méthode décrit par Huang et al. [207].
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a) Principe
Le radical DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un des radicaux azotés organiques les
plus stables, qui porte une couleur pourpre. Tout comme le TEAC utilisant ' ABTS c’est une
méthode colorimétrique basée sur la perte de couleur a 517 nm due a la réduction du DPPH
(figure 23). La concentration en antioxydants est proportionnelle a la baisse de I'absorbance due
a la diminution de I’intensité de la coloration de la solution DPPH.

NO, NO,
O,N N—N O,N N—N
NO, NO,

Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) Diphenylpicrrylhydrazine (reduced form)

Figure 22 : Le radical DPPH et sa forme réduite [208]

b) Protocole
2,5 mL de différentes concentrations de chaque échantillon aqueux ont été introduit dans des
tubes a éssai et 0.5 mL de solution méthanolique de DPPH (0.2 mM DPPH, dissous dans le
méthanol) fraichement préparée ont été ajoutés. Le mélange est vigoureusement agité au vortex,
les mélanges ont été placés a 1’obscurité a température ambiante pendant 30 min. Apres
’agitation au vortex, la lecture du changement de couleur a été effectuée par la mesure de
I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotometre UV/VIS JASCO V-630 a la longueur d’onde
517nm. L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICso, ce paramétre est défini
comme étant la concentration de I’antioxydant qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH.
Les valeurs d’ICso moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois essais
séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et I'ordonnée par

le pourcentage de reduction (PR) du radical DPPH, qui est calculé par la formule suivante :
I % = [(Abs Control négatif— Abs Echantillon) /Abs Control négatif] x 100

Ou:

I % : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;

Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;
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Abs Control négatif : Absorbance du control négatif (solution de DPPH seulement).

Le contrble négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul, et le contréle
positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard le trolox, avec des

concentrations de 18 a 2000 pg/mL.

2.7. Méthode ABTS

a) Principe

Le test TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) ou test de décoloration de I’ABTS+
est effectue selon la méthode décrite par Tuberoso et al [209]. Cette méthode est basée sur la
capacité des antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium de I’acide 2,2" -
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS est obtenue en mélangeant
I’ABTS avec un oxydant (généralement le persulfate de potassium) qui donne une solution
d'une couleur bleu intense. La CA est mesurée comme la capacité des composes tests a
diminuer l'intensité de la coloration obtenue a partir de I'ABTS en la comparant avec un
antioxydant de référence, le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-
carboxylique) dont la structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E sans
la chaine aliphatique. La réduction de I'ABTS (figure 23) conduit a une décoloration du bleu de
la solution ABTS mesurée a 645-734 nm de la solution [210]. Plus I'absorbance finale est faible,

plus la valeur TEAC est élevée, c.-a-d. plus I'antioxydant est efficace [211].

NK —
o L=,
3~ I p
WD s & ABTS
o" OH

N,/ 2
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HO \b S S" &
& ToH ABTS

Figure 23 : Oxydo-réduction de 'ABTS en ABTS* [212]
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b) Protocole

» Préparation du radical ABTS
Le radical cationique ABTS* a été produit par la réaction entre 10 mL d'ABTS (2 mM) dans
I’eau et 100 pL de persulfate de potassium (70 mM). Le mélange a été mis en incubation a
I'obscurité pendant 16 h, a température ambiante. La solution d'’ABTS™ a été ensuite diluée

avec le méthanol pour obtenir une absorbance de 0,70 a 734 nm.

200 pL de chaque échantillon a différente concentration (40-2000 pg/mL) ont été mélangés
avec 2 mL de la solution d'’ABTS*" diluée, et laisser réagir pendant 1 min. la lecture de
’absorbance du radical ABTS*" est réalisée avec un spectrophotométre UV/VIS JASCO V- a

734nm. Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon la formule suivante :

(%) Inhibition= (Ac - As) / Ac x 100

Ou Ac et As sont respectivement les absorbances du contrdle ou le blanc (solution ABTS™ plus
méthanol) et de I'échantillon a tester. A partir d'un graphique de concentration par rapport au %
d'inhibition, une analyse de régression linéaire a été effectuée pour déterminer la valeur I1Cso de

chaque échantillon.

HO OH F{OO ROOH * 0 ROOH ¢ OH
SIS b
HO "\

Figure 24 : Mécanisme antiradicalire de I’hydroxytyrosol [213]

3.2.4. Evaluation de I’effet inhibiteur des échantillons sur I’enzyme o amylase
Cette partie expérimentale consiste a évaluer I’effet inhibiteur des composés phénoliques
encapsulés et non encapsulés de 1’enzyme hydrolysant les glucides dans le tube digestif (o

amylase), in vitro.

2.8. Méthode iode-amidon

a) Principe
Le test a l'iode est utilisé pour tester la présence d'amidon. L'amidon se transforme en une

couleur "bleu-noir" intense lors de I'addition de solutions aqueuses de I'anion tri-iodure (1*), en
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raison de la formation d'un complexe de transfert de charge intermoléculaire. En I'absence

d'amidon, la couleur brune de la solution aqueuse reste.

L’activité inhibitrice de I’enzyme alpha amylase a été réalisée selon la méthode Xiao et al. [214]
et Yoshikawa et al. [215] avec de légére modification. L’acarbose a été utilisé comme témoin

positif.

2.9. La réaction enzymatique : réactifs et mode opératoire
» Solution d’extrait
Les extraits ont été préalablement préparés comme décrit dans la partie préparation échantillon,

Une gamme de concentrations croissantes a été préparée variant de 12 a 2000 pg/mL.

> Solution de substrat

Le substrat utilisé est ’amidon soluble de mais (PROLABO). 400 mg d’amidon sont dissouts
dans 25 mL de NaOH (0.4 M) puis chauffé a 100°C pendant 5 min. Le substrat est ensuite
refroidit dans de la glace, le pH est ajusté a 7 par ajout d’une solution de HCI (2M préparé a
partir de HCI 37%), enfin le volume du substrat est complété a 100mL.

» Solution de I’amylase

L’enzyme utilisée est 1’ a-amylase de 1’orge (E.C. 647-016-00-X) sous forme de poudre, son
poids moléculaire est de 59 500 Da avec une activité spécifique de 2000Ul/mL avec une

solubilité de 10 mg soluble dans 10 mL d'eau.

La solution d’enzyme a 2 Ul/mL est préparée par la dissolution de 50 mg de I’enzyme dans 50

mL de tampon acétate (85 mg dans 100mL ED, pH 6,5) la solution a été conservée a +4°C.

» Solution d’iodine ou diiode (réactif)

Dans un Erlen Meyer, 31,5¢ de cristaux diodine est dispersé dans 25 mL de méthanol (MeOH),

la solution est agitée pendant quelques minutes.

> Solution d’acarbose

Des solutions d’acarbose a différentes concentrations variant de 16 a 2000 pg/mL sont

préparées dans de I’cau distillée.

b) Protocole

Le milieu réactionnel est composé de :

-250 pL de solution d’extrait (échantillon) ou solution d’acarbose (témoin positif) ou solution

de tampon phosphate (contrdle : activité enzymatique total sans inhibiteur).
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-600 uL de la solution d’amidon (0.2%) y sont ajoutés a chaque tube. Mélanger et préincuber a
37°C pendant 10 min.

-100 pL de la solution d’enzyme dans tous les tubes sauf les blancs ou la solution d’enzyme est

remplacée par le tampon. Incubation & 37°C pendant 30 min, aprés mélange des deux solutions.

La réaction enzymatique est arrétée par I’addition de 250ul HCI (2M), puis 100 pl de solution
d’iodine dont le but est la mise en évidence du substrat par la formation d’un complexe iodine-
substrat qui se révéle a I’ceil nu par une coloration violette foncée ou bleue-noire. La lecture de

I’absorbance est effectuée au spectrophotométre UV/VIS a 630 nm.

c) Expression des résultats
Le Calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou d’acarbose par

rapport au contrdle (sans inhibiteur) se fait selon la formule suivante :

Inhibition (%) = {1— (Abs 2 — Abs 1)/(Abs 4 — Abs 3) x 100}

Abs 1 : absorbance de I'échantillon (extrait + substrat + enzyme) ;

Abs 2 : absorbance du blanc de I’échantillon (extrait + substrat + tampon) ;

Abs 3 : absorbance du contréle (substrat + enzyme) ;

Abs 4 : absorbance du blanc du blanc (substrat + tampon).

ICs0 : la concentration inhibant 50% de ’activité enzymatique. Elle est calculée et déterminée

graphiquement a partir de I’équation :

Taux d’inhibition= f (log (concentration))

Les essais de toutes les analyses ont été réalisés en triplicatas, les valeurs d’IC* ont été

rapportées sous forme de moyenne + écart-type.
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Résultats
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1. Résultats

1.1. Caractérisation des échantillons

Comme noté plus haut, les échantillons de grignon d’olive de départ ainsi que I’encapsula de
polyphénols de grignon d’olive ont été déja caractérisée par la méthode UPLCDAD-MS, quant
aux échantillons de Tyrosol cela a été effectuée par spectrophotométrie UV/VIS. Ainsi le
tableau ci-dessous regroupe les différents composés phénoliques présents dans nos échantillons
ainsi que leurs concentrations et les méthodes d’analyse. La figure n°25 représente la structure

chimique I’acide dihydrocafeique.

Tableau 3 : Récapitulatif des analyses des échantillons analysés

Echantillons Composés Concentration en | Méthodes d’analyse
phénoliques pmol/g
identifiés
GG départ Hydroxytyrosol 795,8 UPLC-DAD-MS
Glucoside- 21,7
hydroxytyrosol
Tyrosol 44,8
Acide 5,2
Dihydrocafeique
PP/A p-ondes Hydroxytyrosol 71,56 £ 0,34
Glucoside- 0,81+ 0,01
hydroxytyrosol
Tyrosol 4,50 £0,15
Acide 0,55+ 0,02
Dihydrocafeique
Tyr/A conv Tyrosol 0,40 + 0,04 Spectrométrie
Tyr/A p-ondes Tyrosol 0,53 +0,05 UVIVIS

En plus de I’hydroxytyrosol et du tyrosol, 1'acide dihydrocaféique (figure 25) a fait 1’objet de
plusieurs études notamment sur son activité biologique. En effet, c¢’est un polyphénol qui
posséde diverses activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes,
neuroprotectrices et inhibitrices des enzymes [216 ; 217]. L'acide dihydrocaféique élimine les
radicaux ABTS (ICso = 81,86 ug / mL) et le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH ICso =
192,86 ng / mL) et augmente la survie des RGC-5 cellules ganglionnaires rétiniennes de souris
dans des conditions hypoxiques et en présence de S-nitroso-N-acétyl-D, L-pénicillamine de
maniere dose-dépendante [216]. Il diminue également I'activité endothéliale de I'oxyde nitrique
synthase (eNOS) dans les cellules endothéliales humaines de maniere dose-dependante [218].
In vivo, I'acide dihydrocaféique (30 mg / kg) diminue la taille de I'infarctus dans un modéle de

rat d'ischémie transitoire induite par I'occlusion de I'artére cérébrale moyenne (MCAO) [217].
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Figure 25 : Structure chimique de I’acide Dihydrocaféique (https://www.caymanchem.com)
[219]

1.2. Teneurs en phénols totaux et flavonoides

Les analyses quantitatives des phénols totaux, et des flavonoides sont déterminées a partir des
équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées respectivement en
mg équivalent d’acide gallique et mg équivalent quercétine par g de grignon et de lyophilisat et

représentée par les figures (26 et 27).

Abs=0.010 [AG] = 0.002

R:=0.9593 //
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides

Les résultats rapportés dans le tableau 4, montrent dans le cas de 1’échantillon GG de départ
une teneur en PPT plus élevée que celle de 1’échantillon PP/A p-ondes, sachant que le PP/A -
onde est I’encapsula de composés phénoliques du GG de départ (polyphénols libres). Quant aux

échantillons de Tyrosol les teneurs en PPT sont quasi égales.

Tableau 4 : Teneur en polyphénols et flavonoides dans les extraits des échantillons étudiés

Echantillons PPT mg Eq AG/g de| TFC mg Eq Q/g de grignon
grignon ou de lyophilisat ou de lyophilisat

GG départ 49,40 + 1,46 2,62 +0,85

PP/A p-ondes 7,98 + 2,49 0,87 +£0,19

Tyr/A conv 29,91+2,32 0,77 £ 0,06

Tyr/A p-ondes 26,73 £0,84 0,46 £ 0,31

Les teneurs en flavonoides sont tres faibles, ce qui est tout a fait normal, car les composés
phénoliques majoritaires présents dans 1’échantillon GG de départ et PP/A p-ondes, sont les
alcools phénoliques qui n’appartiennent pas a la famille des flavonoides, les deux autres
molécules égalements idenfiées n’appartiennent pas a la classe des flavonoides mais se sont
plutbt un sucre et un acide. Il en est de méme pour les échantillons de Tyrosol, lequel est un

alcool phénolique.
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1.3. Etude de I’activité antioxydante

1.3.1. Piegeage du radical libre DPPHe (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
Les résultats de la capacité de piégeage de 50% du radical DPPH" des différents échantillons

exprimée mg /mL sont consignés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : 1Cso du radical DPPH" par les échantillons étudiés

(DPPH) 1Cs0 pg/ mL
Standard Trolox 106,29 + 2,46
Echantillons GG départ 200
PP/A p-ondes 179,84 + 0,29
Tyr/A conv
Tyr/A p-ondes

Comme on peut I’observer dans le tableau 5, les échantillons GG de départ et PP/A p-ondes ont
des valeurs 1Cso supérieures a celle du standard Trolox. De plus, le pourcentage RSA maximal
du standard Trolox (74,77 £ 0,08) ainsi que ceux des échantillons GG de départ (70,20 £ 0,09)
et PP/A p-ondes (69,96 + 0,03) ont été observés a la méme concentration soit 400 pg/mL
(figure28). Quant aux échantillons de Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes nous n’avons enregistré

aucune activité et ce jusqu’a la concentration maximale (2mg/mL).
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Figure 28 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par le standard Trolox et les

échantillons étudiés (GG départ, PP/A p-ondes, Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes)
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1.4. Piégeage du radical ABTS"
Les valeurs de I’ICso de I’activité antioxydante des échantillons par la méthode d’ABTS sont

consignées dans le tableau 6.

Tableau 6 : ICso du radical ABTS" par les échantillons étudiés

(ABTS) 1Cs0 pg/ mL
Standard Trolox 75,15 +1,10
Echantillons GG départ 37,37 +2721
PP/A u-ondes 61,81 +0,44

Tyr/A conv 180
Tyr/A p-ondes 176,56 +0,23

Les valeurs des ICso par la méthode de I’ABTS sont plus faibles que celle obtenues par la
méthode de DPPH. La plus faible valeur de 1’ICso est obtenue avec 1’échantillon GG de départ
ensuite PP/A p-ondes dont tous les deux ont des ICso inférieurs a celui du standard Trolox, par
contre la concentration correspondant au pourcentage maximal RSA différe, elle est de
200pg/mL pour le Trolox (92,03+0,06 %) et pour les échantillons GG de départ et PP/A p-
ondes elle est de 400pug/mL dont les % max RSA sont respectivement 93,28 + 0,04 et 93,38 +
0,04. Quant aux échantillons Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes leur ICso ont été rapportés
contrairement & la méthode DPPH. Les échantillons de Tyrosol ont les plus grands 1Cso par
rapport au reste des échantillons (figure 29).
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Figure 29 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS par le standard Trolox et les
échantillons étudiés (GG depart, PP/A p-ondes, Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes)
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1.5. Activité antidiabétique

1.5.1. Effet inhibiteur des composés phénoliques de grignon d’olive sur 1” a-amylase malt in
vitro
Les résultats de 1’évaluation de 1’activité inhibitrice in vitro des échantillons analysés sur 1’a

amylase malt d’origine céréaliére sont présentés dans le tableau 7. Dans cette étude, 1’acarbose
agent inhibiteur de I’a. amylase est utilisé comme contrdle positif. Son ICso est supérieur a celui
des échantillons GG départ et PP/A p-ondes. Les pourcentages d’inhibition maximaux de
I’enzyme alpha amylase par ’acarbose (82,17 + 0,92) et des échantillons GG de départ (94,42
+ 0,22%) et PP/A p-ondes (96,95 £ 0,50) sont observés a la méme concentration 400ug/mL
(figure 24). Les valeurs d’ICso les plus élevées sont observées dans le cas des échantillons de

Tyrosol (tableau7, figure 30).

Tableau 7 : ICsp de I’activité d’o amylase de malt du contréle positif et des différents
échantillons étudiés

Echantillons ICs0 (ug/mL) de I’ amylase
Acarbose 116,25 £ 2,04
GG départ 100,19 + 3,50
PP/A p-ondes 72,28 + 1,57
Tyr/A conv 400
Tyr/A p-ondes 559,57 + 1,88
120,00
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition de I’enzyme alpha amylase par 1’acarbose et les

échantillons étudiés (GG départ, PP/A p-ondes, Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes)
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Discussion

Le diabéte est un probléme majeur de santé qui a atteint des proportions alarmantes.
Actuellement, prés d’un demi-milliard de personnes dans le monde vivent avec le diabéte. Cette
pathologie constitue I’'une des urgences sanitaires mondiales du 21°™ siécle qui connait

I’évolution la plus rapide [220].

La dégradation du controle glycémique post prandial est une premicre étape vers I’intolérance
au glucose qui augmente le risque de développer ultérieurement un diabete de type 2 [221]
L'inhibition de I'alpha-glucosidase et de I'alpha-amylase, enzymes impliquées dans la digestion
des hydrates de carbone, peut reduire de fagon significative I'augmentation postprandiale de la
glycémie et peut donc étre une stratégie importante dans la gestion de la glycémie chez les
diabétiques de type 2 [222].

Actuellement, trois agents Inhibiteurs sont commercialisés : I’acarbose inhibe la glucoamylase,
sucrase, maltase, dextranase et aussi I’a-amylase mais n’agit pas sur les a-glucosidases. Le
voglibose et le miglitol (agissent préférentiellement sur les dissaccharidases digestives (sucrase
et maltase), ce dernier agit aussi sur 1’absorption intestinal du glucose au niveau des entérocytes
[222]. 1ls ont été employés dans le but de réduire spécifiquement 1’hyperglycémie
postprandiale, en retardant I’absorption du glucose au niveau de I’intestin vers le courant
sanguin sans influencer la sécrétion d’insuline comme le font d’autres antidiabétiques oraux tel
que les sulfonylurées [223]. Cependant, les effets indésirables de ses traitements tels que les
troubles du foie, les flatulences et les crampes abdominales, [224] nécessitent d’autres

alternatives.

Des études menées sur les inhibiteurs naturels de I'alpha-glucosidase et de I'alpha-amylase ont

rapportées moins d’effets secondaires ou pratiquement aucun effet secondaire [225, 222].

C’est ainsi que nous nous sommes intéressés a 1’activité antidiabétique des phénols présents
dans le grignon d’olive (déchet solide). Cependant, dans notre étude une partie des composés
phénoliques analysés sont issus de procédé d’encapsulation, qui est une technique permettant
de stabiliser les molécules bioactives, de masquer leur caractere organoleptique désagréable et
aussi de les protéger contre les conditions défavorables de 1’environnement, en utilisant des

matériaux d’emballage tel que les cyclodextrines, I’amidon etc [226] .

Au cours des derniéres décennies, les effets positifs de certains phénols d'olive sur la santé

humaine ont été scientifiguement démontrés a de nombreuses reprises [227]. En effet, I'une des
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activités les plus reconnues des phénols des déchets d’olive est leur capacité a capturer les

radicaux libres (in vitro et in vivo) [226].

En outre, il a été mis en évidence que les fluctuations de la glycémie postprandiale avaient un
effet déclencheur plus spécifique du stress oxydatif que de I’hyperglycémie chronique chez les
sujets diabétiques et chez les sujets sain [228]. L’hyperglycémie induit des dysfonctionnements
endothéliaux qui ont un réle majeur dans le développement des complications liées au diabete
de type 2 [229].

Les antioxydants peuvent atténuer, inhiber, ou retarder 1’effet délétére des EOA sur les
macromolécules et organes de I’organisme par le piégeage des radicaux libres. Les produits
naturels issus de plantes notamment possédant cette propriété ont été démontrés jouant un role
bénéfique protecteur contre le stress oxydatif engendré dans de nombreuses maladies

chroniques et dégénératives [230].

Ainsi, dans cette étude nous avons procédé a 1’évaluation de 1’activité antioxydante de nos
différents échantillons (GG départ, PP/A p-ondes, Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes) par la
méthode DPPH et ABTS. Ces méthodes sont basées sur le transfert d’électron (SET), dont le
but est de mesurer la capacité d’un antioxydant (AH) a réduire un oxydant (Ox), qui change de

couleur quand il est réduit [231].

Tout d’abord, les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides ont été déterminés pour
chaque échantillon. La quantification des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode
colorimétrique en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu : Les échantillons GG départ et PP/A
p-ondes ont respectivement 49,40 £ 1,46 mg EGA/ g de grignon et 7,98 + 2,49 mg EGA/g
lyophilisat, la quantité de TPC encapsulés représente 16% de TPC libres. La teneur en TPC des
échantillons de Tyrosol sont les suivantes : Tyr/A conv 29,91 + 2,32 mgeGA/g de lyophilisat
et Tyr/A p-ondes 26,73 + 0,83 mgeGA/g.

Le dosage des flavonoides par la méthode colorimétrique de Dewanto et al de nos échantillons
a révélé I’absence des flavonoides dans nos échantillons, bien que cela était prévisible dans le
cas des échantillons de Tyrosol car ce dernier n’étant pas un flavonoide les teneurs ainsi
observées sont tout a fait logiques, on note 0,77 + 0,06 mg EQ/g lyophilisat pour Tyr/A conv
et 0,46 £ 0,31 mg EQ/g lyophilisat pour Tyr/A p-ondes. Dans le cas de 1’échantillon GG départ
on note la plus grande teneur en flavonoides 2,62 + 0,85 mg EQ/g grignon, par contre pour
PP/A p-ondes la teneur est aussi faible que celles des Tyrosol, soit 0,87 + 0,19 mg EQ/g
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lyophilisat. Cela nous permet de suggérer que le peu de flavonoides présent dans GG départ n’a

pas été encapsulés.

Dans la premiére partie de la thése dédiée a I’encapsulation des composés phénoliques, nous
avons procédé a la caractérisation du grignon avant et aprés encapsulation par la méthode
UPLC-DAD-MS, ainsi dans ses deux échantillons nous avons pu identifier et quantifier les
différents composés phénoliques. Autant dans 1’échantillon GG départ que PP/A p-ondes, les
mémes composes phénoliques ont éteé identifiés, également les composés majoritaires sont aussi

les mémes dans les deux échantillons.

Les composes phénoliques identifiés dans les deux échantillons GG départ et PP/A p-ondes
ainsi que leur teneurs sont respectivement : Hydroxytyrosol (795,8 pmol/g de grignon, 71,56 +
0.34 umol/g de lyophilisat soit 8,99% de I’Hytyr libre ), Glucoside d’hydroxytyrosol (21,7
pumol/g de grignon , 0,81 £ 0,01 umol/g de lyophilisat soit 3,73% de GI-Hytyr libre), Tyrosol
44,8 pmol/g de grignon, 4,50 + 0,15 umol/g de lyophilisat soit 10,04% du Tyr libre) et ’acide
dihydrocaféique (5,2 pmol/g de grignon 0,55 = 0,02 umol/g de lyophilisat soit 10,57% de
I’acide dihydrocaféique libre).

L’analyse par UPLC-DAD-MS est en phase avec le dosage des flavonoides, car les composés
identifiés n’appartiennent pas a la classe des flavonoides. Les composés majoritaires sont les
alcools phénoliques (hydroxytyrosol et tyrosol) lesquels sont d’ailleurs trés souvent rapporté
dans la littérature comme étant les composés phénoliques majoritaires présents dans les déchets

d’olive (margine et grignon d’olive) [226].
L’¢évaluation de ’activité antioxydante de nos eéchantillons par la méthode DPPH a révélé la

capacité réductrice du radical DPPH" par les composés phénoliques libres et encapsulés. On

note pour GG départ 1Cso= 200 pg/mL et pour PP/A p-ondes 1C50=179,84 £ 0,29 pg/mL, les
composes encapsulés ont un I1Cso inferieurs a celui des composes libres, cette différence peut
étre due a I’encapsulation qui a sans doute maintenue ’activité des composés phénoliques voir
méme I’améliorer. Le trolox utilisé comme standard a un IC50=106,29 + 2,46 pug/mL inférieur

a celui des échantillons GG départ et PP/A p-ondes.

Par contre, pour les échantillons de Tyrosol nous n’avons pas observé une activité réductrice
remarquable du radical DPPH: et ce, jusqu’a concentration maximale (2000ug/mL), cela peut

étre expliqué :
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- soit par les inconvénients de la méthode DPPH, car par cette méthode certains
antioxydants peuvent rester inertes face au DPPH relativement stable, en outre certaines
réactions avec le DPPH sont réversibles et peuvent mener a une sous-estimation du
potentiel des produits testés, et beaucoup d'antioxydants peuvent réagir plus lentement
avec le DPPH [231], la solubilité du DPPH que dans des solvants organiques (éthanol,
méthanol), rend la mesure de la capacité antioxydante d'antioxydants hydrophiles
difficiles [232].

- Ou soit par la structure chimique du Tyrosol. En effet, des études ont rapportées que la
faible activité antioxydante du Tyrosol peut étre attribuée a l'absence du groupe

hydroxyle ortho-diphénolique dans sa structure chimique [233].

L’évaluation de I’activité antioxydante du Tyrosol et ses dérivés lipidiques par la méthode de
DPPH dans I’étude de Zhou et al. a également révélé une faible activité antioxydante de ses
derniers comparativement a I’hydroxytyrosol considéré comme le meilleur antioxydant parmi

les phénols des déchets d’olive [234].

Cependant, L’effet réducteur de tous nos échantillons s’est plus manisfesté avec la méthode
d’ABTS, la plus faible concentration de I’ICsg est attribuée a 1’échantillon GG départ 1Cso=
37,37 +2,21pug/mL ensuite PP/A p-ondes 1Cso= 61,81 + 0,44pg/mL, le trolox a un ICso= 75,15
+ 1,10 pg/mL supérieur a ceux des composes phénoliques libres et encapsulés. Autant dans le
cas des composés phénoliques libres que encapsulés, cette remarquable activité antioxydante
est imputable a ’ensemble des composés phénoliques identifiés (hydroxytyrosol, tyrosol,
I’acide dihydrocaffeic et glucoside d’hydroxytyrosol).

Les echantillons de tyrosol ont les ICso les plus élevés (Tyr/A conv ICso= 180; Tyr/A p-ondes
ICs0= 176,56 £ 0,23).

Par ailleurs, les données disponibles dans la littérature sur les dosages DPPH et ABTS indiquent
qu'ils ne sont pas toujours bien corrélés. De plus, ils ne donnent pas souvent les mémes résultats
car leurs mécanismes d'action different, du fait que deux radicaux différents soient impliqués
[235], comme on a pu le constater dans 1’étude effectuée sur 1’activité biologique de I’acide

dihydrocafeique (page n°145).

La capacité inhibitrice des composés phénoliques du grignon (GG départ) des radicaux DPPH
(26,82-74,77%, figure 28) et I’ABTS (41,96-93,28%, figure 29 est en accord avec la littérature,

qui a montré des propriétés similaires pour les extraits éthanol/eau de grignon issue de deux
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cultivars [236 ], de grignon d’olive issue d’ huilerie locale (Winters, Californie, USA) [237 ],
Mais aussi les huiles essentielles des coquilles et des graines d'Abrus precatorius [238 ].

Par ailleurs, en comparant les pourcentages d’inhibition des composés phénoliques encapsulés
du radical DPPH (25,88-69,96%) figure 28 et de I’ABTS (37,37-93,98%) figure 29 a celle des
composés phénoliques libres, on s’apercoit que 1’activité antioxydante a été maintenue grace a
la technique d’encapsulation par lyophilisation comme rapporté sur I’extrait de framboise riche
en polyphénols (Rubus chamaemorus) stabilise par lyophilisation, avec deux types de
maltodextrines (DE 5-8 et DE18.5) comme revétement matériel, les particules lyophilisées sont
stables sur de longues périodes et procurent aux polyphénols une protection efficace contre le
phénomene d'oxydation lors de leur stockage, alors que l'activité antioxydante reste identique
[239].

Cependant, en comparant ’activité antioxydante par la technique d’ABTS, des composés
phénoliques libres (GG départ) a celles des échantillons de Tyrosol, A/Tyr conv (12,96-92,40%,
figure 29), A/Tyr p-ondes (13,92-91,51%, figure 29), bien que le phénol encapsulé ait une
intéressante activité radicalaire, les composés phénoliques libres et encapsulés présentent une
activité antiradiacalire plus intéressante, ce qui est tout a fait logique car les activités dans le
cas du tyrosol sont imputées a une seule molécule, tant disque les biophénols libres et

encapsulés exercent une activité synergique.

En outre, dans 1’étude de Urza et al., [240] I’encapsulation des composés phénoliques des
feuilles d’olivier dans la matrice d’Inuline (polysaccharide produit naturellement par certaines
plantes) par atomisation avec 87,1 + 0,27% d’efficacité d’encapsulation, une teneur en TPC
13,2mg EGA/g de particules d’Oleuropéine-Inuline, a rapporté I’activité antioxydante par deux
méthodes DPPH avec 32.8 + 0.5umol Trolox E/g de microparticules et FRAP avec 52,03 +
0,9umol TroloxE/g de microparticules. Dans cette étude, ils ont procédé a I’enrichissement
d’une pate d’amidon avec des microparticules d’oleuropéine d’une part et d’autre part avec des
composés phénoliques de feuilles d’olivier encapsulés, ensuite la pate a été frite a température
ambiante et sous vide dans le but d’évaluer 1’activité antioxydante de 1’oleuropeine ainsi que

celle des composés phénoliques encapsulés dans les deux conditions.

En effet, plus la concentration de polyphénols additionnés dans les pates de microparticules
d'OLE et d'OLE-IN est élevée, plus la capacité antioxydante est grande, tant pour la friture
atmosphérique que pour la friture sous vide. Les matrices additionnées de microparticules

d'OLE-IN ont montré la plus grande capacité antioxydante a la fois pour la friture
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atmosphérique et la friture sous vide. Cet effet pourrait étre attribué a la dégradation plus faible
des polyphénols lorsqu'ils sont ajoutés sous forme de microparticules OLE-IN, ainsi qu'a I'effet
protecteur des microparticules contre les interactions avec d'autres composants de la matrice

alimentaire qui peuvent réduire leur capacité antioxydante [240]

En outre, Les résultats obtenus dans cette étude soulignent la pertinence de I'utilisation d'une
technologie de traitement telle que la friture sous vide, capable de préserver les polyphénols
et/ou I’encapsulation, une technologie capable de fournir une protection pendant le traitement
des aliments, dans la conception d'aliments riches en polyphénols avec des effets bénéfiques
potentiels sur la santé humaine [240].

Les principaux résultats obtenus concernant 1’étude in vitro de I’effet inhibiteur de 1’a amylase
par les échantillons (GG départ, PP/A p-ondes, Tyr/A conv et Tyr/A p-ondes) comparés a ceux
de I’acarbose comme molécule de référence, nous montrent que tous nos échantillons possédent
une activité inhibitrice variable dose-dépendante (figure 30) peuvent étre classé selon un ordre

décroissant vis-a-vis de I’a-amylase selon leur ICso respective, comme suit :

A/PP p-ondes (72,28 £ 1,57ug/mL), GG départ (100,19 * 3,50ug/mL), acarbose (116,25 +
1,9ug/mL), Tyr/A conv (400pg/mL), Tyr/A p-ondes (559,57 = 1,82ug/mL). Ces résultats
montrent dans un premier temps 1’efficacité des composés phénoliques dans I’inhibition de
I’enzyme alpha amylase et ce, autant dans le cas des phénols libres que encapsulés, méme si les
meilleurs ICso sont observés dans le cas des derniers, cela peut étre expliqué par le fait que
I’encapsulation ait maintenue la stabilité ainsi que I’activité des composés phénoliques, comme

nous I’avions constaté avec I’activité antioxydante.

En comparant 1’activité antioxydante et antidiabétique des échantillons de tyrosol a celles des
composés phénoliques libres et encapsulés, sachant que le Tyrosol constitue I’un des composés
majoritaires nous pouvons sans doute réitérer le phénomene de synergie entre les différents
composes phénoliques, qui a contribué a une meilleure activité des échantillons GG départ et
A/PP p-ondes.

Ce phénomene est egalement observé par Mwakalukwa et al. [221] qui ont étudié ’effet
inhibiteur des enzymes alpha amylase et alpha glycosidase des composés phenoliques isolés de
déchets d’olive (margine), leur étude a révélé que certains composés de la margine sont des
inhibiteurs potentiels des enzymes a-glucosidase et a-amylase, impliquées dans I'hydrolyse des
glucides pour générer du glucose (PPHG) I'une des toutes premiéres etapes de la pathogenése

du diabete. Ils ont également démontré le mécanisme d'inhibition de 1'a-glucosidase par des
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composés actifs, dont I'un d'entre eux étant un lignane d'olive, le 1-acétoxypinorésinol, qui a

été rapporté pour la premiére fois.

En effet, ils ont remarqué un effet diminué¢ du composé hydroxytyrosol lorsqu’il est isolé, tant
disque avec d’autres composés ils observent une meilleure activité, ils ont donc suggérer qu’il
y a un effet additif ou synergique de 1’activité globale de certains composés mineurs qui n’ont

pas été isolés mais peuvent avoir contribué¢ a I’activité globale.

En outre, I’effet synergique des extraits est largement connu en phytochimie. Par exemple
I’extrait d'origan contenant de l'acide rosmarinique avait une activité d'inhibition de I'amylase
plus élevée que celle d'une quantité similaire d'acide rosmarinique purifié, ce qui suggere que
d'autres composés chimiques de I'extrait ont contribué & une activité inhibitrice supplémentaire
[241].

Une combinaison de différents acides phénoliques était plus efficace pour inhiber I'activité

enzymatique (a-amylase et amyloglucosidase) que I'acide phénolique individuel [242]

Par ailleurs, plusieurs études antérieures ont été consacrées a 1’évaluation de I’activité

inhibitrice de I’a amylase des composés phénoliques d’olive [223]

En effet, dans I’étude de Nickavar et al. [243 24] consacrées aux plantes médicinales iraniennes
montrent que 1’extrait aqueux des feuilles d’olivier a une faible activité inhibitrice vis-a-vis de
I’0. amylase (15,84% d’inhibition a une concentration de 2,30 mg/ml) en comparaison avec la

plus faible concentration obtenue dans notre étude (IC50=72,28 £0,12 pg/mL PP/A).

Par ailleurs, les résultats de komaki et al. montrent que ’extrait éthanolique de feuille d’olive
présente un effet inhibiteur plus élevé que I’extrait aqueux vis-a-vis de o amylases pancréatique
et salivaire. Leurs ICsp respectives sont de 4 et 0.02 mg/mL pour I’extrait éthanolique, 67 et
70,9 mg/mL pour I’extrait aqueux [244]. L’identification des composés actifs a partir de
I’extrait éthanolique abouti a deux molécules : lutéoléine et 1’acide oléanolique. La premiére
inhibe o amylase porcine avec ICso variant dans un intervalle de 0,05-0,5mg/mL. Alors que
I’acide oléanolique inhibe o amylase humain pancréatique avec ICso de 0,1mg/mL. L’acide

oléanolique inhibe aussi les a glucosidases [244].
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Conclusion

Cette étude a consisté a mettre en évidence I’effet antioxydant (DPPH et ABTS) et
antidiabétique (inhibition de 1’alpha amylase in vitro) des biophénols du grignon d’olive. En
effet, ces derniéres années, les applications potentielles d'antioxydants a des fins médicales ont
suscité un intérét croissant, car les informations liant la pathogenése de plusieurs maladies
humaines au stress oxydatif abondent. Les sources alimentaires naturelles sont connues pour
contenir des composés antioxydants capables de piéger les radicaux libres et ces antioxydants
alimentaires ont suscité un intérét particulier en tant que défenses contre les maladies
dégénératives. Les composes phénoliques se trouvent en abondance dans de nombreux aliments
végétaux et la plupart d'entre eux ont montré des propriétés antioxydantes a la fois dans des

études in vitro et in vivo.

En outre, les déchets de I’industrie oléicoles (margine et grignon) sont également une riche
source de composés phénoliques qui ont fait 1’objet de plusieurs études dans le but de les

valoriser et ainsi limiter leur impact négatif sur I’environnement.

Ainsi, notre étude sur I’effet inhibiteur des biophénols encapsulés et libres de 1I’enzyme alpha
amylase a révélée dans un premier temps 1’efficacité du procédé d’encapsulation, car on observe
une meilleure activité antidiabétique mais également une meilleure activité antioxydante des

Ccomposés encapsulés.

Cependant, en comparant 1’activité antioxydante et antidiabétique des biophénols encapsulés et
libres et encapsulés a celle des échantillons de Tyrosol, on observe une nette meilleure activité
antioxydante et antidiabétique dans le cas des biophénols encapsulés et libres, ce qui est tout a
fait logique car les activités dans le cas du Tyrosol sont imputées a une seule molécule, tant

disque les biophénols exercent une activité synergique.

Ainsi, les sous-produits d’olive (grignon, margine etc) sont une source importante de composés
phénoliques pour les formulations antidiabétiques, les compléments alimentaires ... pour

développer de nouveaux médicaments antidiabétiques.

Les résultats obtenus dans cette étude sont trés prometteurs, néanmoins des analyses
complémentaires sont nécessaires, telle que 1I’étude de I’effet inhibiteur d’autres enzymes (alpha
glycosidase, lipase etc), mais également une étude in vivo serait assez bénéfique pour une

meilleure application au niveau industriel.
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Conclusion générale

Ce travail de thése s’inscrit dans une problématique générale sur la recherche de méthodes de
valorisation des déchets issus de I’extraction d’huile d’olive. En effet, Nous nous sommes
proposes de développer une approche permettant de valoriser le contenu phénolique du grignon
d’olive, connaissant les nombreux avantages des composés phénoliques (I’hydroxytyrosol, le
tyrosol ...) sur la santé. Cependant ses composés ont tendance a s’oxyder facilement sous
I'influence de la lumiere, de I'oxygeéne, de la température, du pH et d'autres facteurs externes,
conduisant & des changements structurels. Par consequent, il est difficile de maintenir pendant
longtemps leur activité fonctionnelle dans les aliments, les médicaments et les cosmétiques.

L’encapsulation est une technique qui permet de palier a ses problemes.

Ainsi dans un premier temps, nous avons procédé a 1’encapsulation d’un composé modéle
(tyrosol), par lyophilisation. Deux types de chauffages ont été utilisés pour gélatiniser I’amidon
de pomme de terre, car I’amidon natif a température ambiante est insoluble dans 1’eau. Pour
former le complexe amylose-phénols cela a nécessité de gélatiniser I’amidon a 100°C sous
chauffage conventionnel et chauffage p-onde. L’efficacité d’encapsulation a été meilleure sous
chauffage p-ondes comparativement au chauffage conventionnel. Nous avons  également
réalisé une cinétique de libération du tyrosol in vitro a 24°C et 37°C. Autant a température
ambiante qu’a température corporelle, nous avons observé le relargage quasi-total du tyrosol

dés les premiéres minutes de la cinétique.

Le chauffage sous p-onde a été retenu pour 1’encapsulation des composés phénoliques du
grignon. Pour rappel dans cette étude nous avons travaillé sur un grignon commercial optimisé
en tyrosol et en hydroxytyrosol. La caractérisation du grignon avant encapsulation par ULPC-
DAD-MS a révélé la présence de deux autres composés en plus de ceux précédemment cités, il
s’agit du glucoside d’hydroxytyrosol et de I’acide dihydrocafféique. En outre, 1’encapsulation
des composés phénoliques a été optimisée, en ayant recours a une technique d’encapsulation
appelée kneading, a laquelle s’ajoute la lyophilisation. Les deux ainsi combinées ont
considérablement participées a I’augmentation du pourcentage d’encapsulation des différents
composés phénoliques, comparativement a 1’encapsulation du tyrosol effectué seulement par

lyophilisation.

L’analyse MEB-EDS, des différents complexes obtenus nous a permis d’effectuer une analyse
qualitative et quantitative. Les images observées montrent la structure de 1’amidon ayant subi

un chauffage qui I’a déstructuré en passant de la forme granulaire a une forme lamellaire plus
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ou moins lisse et ceci dans le cas des deux types de chauffage. L’analyse quantitative nous a
permis d’observer la composition chimique des complexes ainsi que du grignon de départ qui
avait un rapport C/O plus élevé que ceux des complexes de A/PP p-ondes, mais plus proche de

ceux des complexes de tyrosol.

Par ailleurs, de nombreuses études ont rapporté 1I’implication des composes phénoliques dans
le traitement de nombreuses pathologies, en I’occurrence le diabéte de type 2. En effet, dans la
deuxieéme partie de cette thése, nous avons procédé a 1’étude de 1’effet inhibiteur de I’enzyme
alpha amylase ainsi que 1’activité antioxydante des différents échantillons (GG départ, A/PP p-
ondes, A/Tyr conv et A/Tyr p-ondes).

Cette étude nous a permis de tirer deux conclusions, la premiére portant sur ’efficacité
d’encapsulation, car autant pour les composés phénoliques encapsulés que pour le tyrosol nous
avons observé une importante activité antioxydante et antidiabétique. La deuxiéme concerne le
phénomene synergique des composés phénoliques, car autant pour les composes phénoliques
libres que pour les composés phénoliques encapsulés, nous avons noté de meilleures activités

antioxydante et antidiabétique comparativement aux encapsulas de tyrosol.
Perspectives

Compte tenu des résultats prometteurs obtenus dans 1’encapsulation ainsi que les activités
antioxydante et antidiabétique des composés phénoliques du grignon d’olive. Il serait
intéressant d’élargir cette ¢tude dans un premier temps aux déchets issus directement de
I’extraction de 1’huile d’olive, car dans notre étude nous n’avons travaillé que sur du grignon
commercial optimise en tyrosol et en hydroxytyrosol. Par contre avec le déchet brute il y’aura
une grande variété de composés phénoliques qu’il serait intéressant d’encapsuler et ainsi
pouvoir observer le phénoméne d’encapsulation sélective de I’amylose vis-a-vis des composés
phénoliques souvent rapporté dans la littérature. Dans un deuxiéme temps, il serait aussi
intéressant de réaliser des études in vivo, car toutes les études ont été réalisees in vitro dans
notre étude. Par ailleurs, pour envisager les encapsulas obtenus comme nutraceutique une
panoplie d’analyse doit étre effectuée entre autre la biodisponibilité des composés phénoliques

encapsulés, leur toxicite etc.
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Annexe 1 : détermination du coefficient d’absorption molaire du tyrosol
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Annexe 2 : spectre UV-visible et spectre de masse de 1’hydroxytyrosol standard
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Annexe 4 : spectre UV-visible du tyrosol standard
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Annexe 5 : spectre UV-visible du tyrosol dans le grignon d’olive de départ
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Annexe 7 : spectre UV-visible et spectre de masse de 1’acide dihydrocaféique dans le grignon
d’olive de départ
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Annexe 8 : courbe d’étalonnage des composés phénoliques encapsulés dans I’amidon

de pomme de terre
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Annexe 9 : Fiche technique du grignon d’olive utilisé¢ dans 1’encapsulation des polyphénols




Résumé.

Ce travail s’insére dans le cadre de la valorisation des déchets de I’industrie oléicole. En effet,
I’extraction de I’huile d’olive génére d’importante quantité de déchets. Selon le systéeme
d’extraction on obtient soit I’huile d’olive, margine et grignon (systéme a trois phases) ou soit
I’huile et le grignon humide (systéme a deux phases). Les margines (déchet liquide) et les
grignons (déchet solide) sont des déchets toxiques pour I’environnement surtout pour le sol du
fait de leur forte teneur en composés phénoliques. Cependant, ses composés phénoliques ayant
un fort pouvoir antioxydant sont trés sollicités dans plusieurs secteurs industriels
(pharmaceutiques, cosmétiques...). Ainsi, ce travail a été consacré a la valorisation des déchets
d’olive notamment le grignon.

Dans une premiére partie nous avons procédé a 1’encapsulation d’un composé phénolique
modele le tyrosol par la matrice de pomme de terre gelatinisé sous chauffage conventionnel et
sous chauffage p-ondes. L’efficacité d’encapsulation s’est avérée meilleure sous chauffage -
ondes 75,7 £ 10,4% tandis qu’elle est de 48,2 + 5,4% sous chauffage conventionnel. Le
relargage contrélé du tyrosol a été effectué in vitro en utilisant I’enzyme alpha amylase porcine
a24°C et a 37°C, la cinétique de libération a été réalisee sur 1h, dés les premiéeres minutes la
totalité du tyrosol était déja libéré.

Le protocole d’encapsulation du tyrosol a été optimisé puis appliqué aux composés phénoliques
du grignon d’olive commercial (optimisé en tyrosol et en hydroxytyrosol). Le grignon de départ
a 6été caractérisé par UPLC-DAD-MS, les composés phénoliques identifies sont
I’hydroxytyrosol, le glucoside d’hydroxytyrosol, le tyrosol et 1’acide dihydrocaffeique. Les
mémes composés ont été doseés dans la matrice de pomme de terre, le glucoside
d’hydroxytyrosol a une efficacité d’encapsulation de 100%, I’hydroxytyrosol 97,0 £ 0,5%, le
tyrosol de 95,1 + 6,0% et I’acide dihydrocafféique de 93,2 + %.

L’analyse au MEB des échantillons des complexes de tyrosol/amidon et de polyphénol/amidon,
a montré le changement de la structure de I’amidon dii aux différents types de chauffage
(conventionnel et p-ondes) utilisés. L’analyse EDS a révélé la composition chimique des
complexes et du grignon qui sont riches en carbone et oxygene.

Dans une deuxiéme partie, nous avons étudié 1’activité antioxydante et 1’effet inhibiteur de
I’enzyme alpha amylase (activité¢ antidiabétique) des produits obtenus par I’encapsulation.
L’activité antioxydante a été réalisée par deux méthodes (DPPH et ABTS). Les composés
phénoliques libres et encapsulés ont une meilleure activité antioxydante comparativement aux
échantillons de tyrosol. L’évaluation de I’effet inhibiteur de I’enzyme alpha amylase in vitro, a
été réalisée par la méthode iodine, les composés phénoliques encapsulés et libres ont montrés
une meilleure activité inhibitrice de 1’enzyme alpha amylase par rapport aux échantillons de
tyrosol.

Mots clés : Grignon d’Olive, Composés Phénoliques, Encapsulation, Antioxydant,
Antidiabétique
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Abstract.

This work is part of the recovery of waste from the olive industry. Indeed, the extraction of
olive oil generates a large amount of waste, depending on the extraction system we obtain either
olive oil, vegetable water and pomace (three-phase system) or either the oil and moist pomace
(two-phase system). Vegetable waters (liquid waste) and pomace (solid waste) are toxic waste
for the environment due to their high content of phenolic compounds. However, its phenolic
compounds having a strong antioxidant power are in great demand in several industrial sectors
(pharmaceuticals, cosmetics, etc.). Thus, this work was devoted to the recovery of olive waste,
in particular pomace.

In a first part, we proceeded to the encapsulation of a phenolic compound model tyrosol by the
gelatinized potato matrix under conventional heating and under p-wave heating. The
encapsulation efficiency was found to be better under p-wave 75.7 + 10.4% heating while it is
48.2 *+ 5.4% under conventional heating. The controlled release of tyrosol was carried out in
vitro using the enzyme porcine alpha amylase at 24 ° C and 37 ° C, the release kinetics were
carried out over 1 hour, from the first minutes all of the tyrosol was already released.

The tyrosol encapsulation protocol was optimized and then applied to the phenolic compounds
of commercial olive pomace (optimized for tyrosol and hydroxytyrosol). The starting pomace
was characterized by UPLC-DAD-MS, the phenolic compounds identified are hydroxytyrosol,
hydroxytyrosol glucoside, tyrosol and dihydrocaffeic acid. The same compounds were assayed
in the potato matrix; hydroxytyrosol glucoside has 100% encapsulation efficiency,
hydroxytyrosol 97.0 £ 0.5, tyrosol 95.1 + 6.0 and dihydrocaffeic acid 93.2 + 5%.

SEM analysis of samples of tyrosol / starch and polyphenol / starch complexes showed the
change in starch structure due to the different types of heating (conventional and p-wave) used.
EDS analysis revealed the chemical composition of the complexes and pomace, which are rich
in carbon and oxygen.

In a second part, we studied the antioxidant activity and the inhibitory effect of the enzyme
alpha amylase (antidiabetic activity) of the products obtained by the encapsulation. Antioxidant
activity was achieved by two methods (DPPH and ABTS). Free and encapsulated phenolic
compounds have better antioxidant activity compared to tyrosol samples. The evaluation of the
inhibitory effect of the alpha amylase enzyme in vitro was carried out by the iodine method, the
encapsulated and free phenolic compounds showed better inhibitory activity of the alpha
amylase enzyme compared to the tyrosol samples.

Key words: Olive Pomace, Phenolic Compounds, Encapsulation, Antioxidant,
Antidiabetic.
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Abstract: The extraction of phenolic compounds from olive mill wastes is important, not only to
avoid environmental damages, but also because of the intrinsic value of those biophenols, well-
known for their high antioxidant potential and health benefits. This study focuses on tyrosol (Tyr)
and hydroxytyrosol (HT), two of the main phenolic compounds found in olive mill wastes. A new,
simple, and eco-friendly extraction process for the removal of phenolic compounds from aqueous
solutions using native [(-cyclodextrin (3-CD) in the solid state has been developed. Several -
CD/biophenol molar ratios and biophenol concentrations were investigated, in order to maintain
B-CD mostly in the solid state while optimizing the extraction yield and the loading capacity of
the sorbent. The extraction efficiencies of Tyr and HT were up to 61%, with a total solid recovery
higher than 90% using an initial concentration of 100 mM biophenol and 10 molar equivalents of
B-CD. The photochemical stability of the complexes thus obtained was estimated from AE*ab curve
vs. illumination time. The results obtained showed that the phenols encapsulated into solid p-CD
are protected against photodegradation. The powder obtained could be directly developed as a
safe-grade food supplement. This simple eco-friendly process could be used for extracting valuable
biophenols from olive mill wastewater.

Keywords: hydroxytyrosol; tyrosol; 3-cyclodextrin; extraction

1. Introduction

In the Mediterranean basin, two of the main agricultural wastes are olive mill wastew-
aters (OMWW) and olive pomace, both of which are associated with olive oil production [1].
As much as 98% of olive phenolic compounds remain in wastes after olive mill processing
and cause environmental damages upon spreading in fields [2]. The European Protection
Agency (EPA), in collaboration with organizations, has developed regulations and laws
restricting the phenolic content of wastewaters [3].

Previous studies have focused on decreasing the pollutant character of olive mill efflu-
ents by removing phenolic compounds. Iboukhoulef et al. [4] succeeded in reducing the
phenolic content of OMWW by more than 60% in 65 min. This was accomplished by using
an oxidative process based on Cu'and hydrogen peroxide (Fenton reaction). Alternatively,
an optimized ozonolytic process allowed the removal of more than 80% of phenolic com-
pounds from wastewaters [5]. On the other hand, physical techniques, especially filtration
methods, are commonly used for cleaning water effluents. For instance, Comandini et al. [6]
removed phenolic compounds from OMWW by performing ultrafiltration followed by
a reverse osmosis step. The ultrafiltration step removed about 40% of the phenolic com-
pounds from the initial OMWW, then reverse osmosis yielded a phenolic-free permeate
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and a phenolic-rich concentrate. Other filtration methods rest on adsorption technologies.
Aly et al. [7] successively used columns of gravel, fine sand, and a zeolite/acidified cotton
mixture for removing pollutants from OMWW. Final steps with activated charcoal and lime
led to safe effluents that could be used for irrigation. Abdelkreem [8] dried the olive mill
pomace to turn it into an adsorbent that could be used for removing 85% of the phenolic
compounds from OMWW. Using granular activated carbon (GAC), Aliakbarian et al. [9]
removed 96% of phenolic compounds from OMWW and produced a clean water sample.
Ena et al. [10] compared the ability of GAC and Azolla to remove phenolic compounds
from OMWW. GAC showed higher adsorption and desorption capacities than Azolla, and
the profile of the phenolic compounds retained was different according to the adsorbent
used. While the total phenolic content was more than twice as high in the Azolla treated
OMWW, HT was more abundant in the GAC-reated OMWW.

Apart from their polluting character, olive mill wastes have emerged as a valuable
and economic source of natural phenolic compounds known for their diverse biological
activities, including antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial properties. Among
them, HT is considered to be one of the most interesting phenolic compounds in olive oil
and its by-products [11].

B-CD is a cyclic oligosaccharide composed of seven D-glucopyranose units connected
by &-1,4 bonds. (-CD is “Generally Recognized as Safe” (GRAS) by the European Food
Safety Agency (EFSA), which has defined an acceptable daily intake for 3-CD of 5 mg/kg
of body weight [12]. Due to its relatively nonpolar cavity and its hydrophilic outer surface,
B-CD has a well-known ability to form inclusion complexes with a wide range of valuable
compounds in aqueous solution, and is nowadays commonly used as a part of formulations
for protecting or enhancing the solubility of guest compounds. B-CD also finds many
applications in food processing for controlling flavor release or for reducing a bitter taste,
for example. Complex formation depends on complementary sizes and the development
of stabilizing molecular interactions between host and guest [13].

B-CD is also able to encapsulate phenolic compounds in an aqueous solution [14]
and this property could therefore be used for reducing their bitter taste [15]. Moreover,
Lapez-Garcia et al. [16] showed that 3-CD could increase the antioxidant activity of HT by
providing photoprotection. Host-guest complexes can also be formed in the solid state for
convenient handling and storage. Spray- and freeze-drying processes are commonly used,
and first require mixing 3-CD and phenol in an aqueous solution to form the complexes.
Over the last 10 years, works on phenolic compounds from olive leaves, [17] Melissa
Officinalis leaves, [18] and blueberry juice [19] have been reported. Hundre et al. also
prepared p-CD-vanillin complexes by spray drying, freeze drying, or by a combination
of both, and concluded that the method selected has an impact on the external shape
and thermal stability of the powder [20]. Other methods for preparing complexes in the
solid state are the classical co-precipitation procedure, the paste technique, (or kneading,
which consists in mixing the host and guest with a small amount of water), and solid
phase complexation using a high level of mechanical energy to co-grind or extrude the
complexes. Only a few studies have focused on the complexes of HT and Tyr with 3-CD in
the solid state. For instance, Garcia-Padial et al. [21] prepared the solid Tyr-p-CD complex
by co-evaporation and kneading,.

In this study, a new, simple, and eco-friendly process was developed for the one-step
extraction of olive phenolic compounds from an aqueous solution by directly forming a
solid-state complex with 3-CD. The conditions were optimized in terms of phenol and
[3-CD concentration and molar ratio.

2. Results and discussion
2.1. Influence of the B-CD/Phenol Molar Ratio

Biophenols were extracted from 10 mM biophenol solutions containing various §-CD
amounts over 3 h. The Tyr or HT concentration in the supernatant was plotted as a function
of time (Figure 1A,B).
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Figure 1. Time-dependence of tyrosol (A) and hydroxytyrosol (B) concentration according to the
3-CD/phenol molar ratio.

The studies of solid -CD as a biophenol-extracting agent led to similar kinetics for
Tyr and HT. Compared to standard solutions without B-CD (0:1), adding $-CD caused
a fast decrease in the remaining biophenol concentration in the supernatant, which was
complete after 60 min. This phenomenon could be explained by the fast adsorption of
the phenols onto the solid to reach the equilibrium state [22,23]. Our observations were
in agreement with the literature [24-26]. The 3-CD/phenol molar ratios of 1:1 and 1.4:1
corresponded to p-CD below or at its solubility limit (16 g/L at 20 °C), and thus did not
allow the recovery of powders. However, shifts in the phenols’ absorption bands consistent
with the formation of inclusion complexes in a solution were observed. At higher molar
ratios, solid recovery was possible. Wang et al. [27] studied the adsorption of phenols from
wastewaters onto cross-linked 3-CD-diphenylmethane diisocyanate polymer particles. The
kinetics observed were similar with Tyr and HT.

As shown in Table 1, the solid recovery increased with the 3-CD/Tyr molar ratio from
22.2% to 75.4% of the initial solid quantity (B-CD + Tyr). After correcting for the amount of
solubilized B-CD, the values increased from 69.2% to 89.5%. For comparison, using freeze-
drying, Jantarat et al. [28] obtained a 95.7% yield for curcumin encapsulated into a 3-CD
derivative. The extraction efficiency was calculated from the biophenol concentration in
the rinsed MeOH fraction compared to the initial content. Results were in agreement with
the kinetic data, showing an enhancement of the extraction efficiency at higher p-CD/Tyr
molar ratios. Kumar et al. [29] proposed that a higher adsorbent amount, although it offers
a larger number of available binding sites, could generate partial aggregation. The loading
efficiency (Qe), which decreased with the B-CD quantity, seemed to be consistent with
this view.

The same analyses were carried out with the 3-CD-HT powder and gave similar data
(Table 2).
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Table 1. Solid recovery, extraction, and loading efficiencies for a 10 mM Tyr solution.

Solid Solid Recovery Extraction Loading Efficiency
Recovery (%) Efficiency (%) Efficiency (%) mmol/100 g mg/g
31 222439 69.2+39 22+02 29403 41+04
51 51.7 £ 46 799+ 46 6.1+04 214+01 294+01
10:1 754 £51 80.5+5.1 109+1.2 1.3+£01 1.8+01

Table 2. Solid recovery, extraction, and loading efficiencies for a 10 mM HT solution.

3-CD/HT Solid Solid Recovery Extraction Loading Efficiency

Ratio Recovery (%) Efficiency (%) Efficiency (%) . 1hol/100 g mg/g
3:1 314+48 784+ 438 34=+03 32+£02 49+03
5:1 574+54 856 +54 71+£06 2200 34+01
10:1 79.1+31 93.2+ 3.1 13.6 £ 1.3 1.5+01 23+01

Hence, it can be suggested that solid B-CD does not express selectivity in its extraction
of Tyr or HT despite the higher affinity of the former for f-CD in aqueous solution, which is
reflected by a ca. 10 times higher binding constant [21]. This is an indication that extraction
does not proceed by the encapsulation of the phenols inside the B-CD cavity (as in aqueous
solution) but rather by adsorption on the macrocycle’s surface, probably by hydrogen
bonding. In that view, it may be significant that HT (2 phenolic OH groups, vs. only 1 for
Tyr) tends to be slightly more efficiently extracted.

2.2. Influence of the Biophenol Concentration

According to the preceding results, the highest extraction efficiency was obtained with
10 molar B-CD equivalents. This condition was further tested with concentrated solutions
of olive phenols (100 mM) (Figure 2).

1000 4—o—oooe - - - -—0:1
90.0 4}
80.0 «—10:1 (p-CD-Tyr)
700 4

600 { i « - 10:1 (f-CD-HT)
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4
"
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Figure 2. Time-dependence of the biophenol concentration in a concentrated aqueous solution

according to the B-CD/phenol molar ratio of 10:1.

As expected, the biophenol concentration in the aqueous phase decreased when the
p-CD amount increased. For the same p-CD/biophenol molar ratio, this decrease was
significantly higher than in dilute biophenol solutions (10 mM, Figure 1A,B). Table 3
presents the powder analysis.

Working with concentrated solutions of phenols permitted much better extraction
yields (over 60%) to be reached. The loading efficiency Qe was still higher than in any
experiment starting from a 10 mM Tyr solution. The assays on a concentrated HT solution
gave almost identical results.
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Table 3. Solid recovery, extraction, and loading efficiencies for 100 mM Tyr or HT solutions.

B-CD/ Solid Solid Recovery  Extraction Loading Efficiency

Phenol Ratio Recovery (%) Efficiency (% Efficiency (%)  1imol/100 g mglg
Tyr 10:1 91.7 +£ 6.2 93.1+6.2 61.9 +49 59401 8201
HT 10:1 922 1+ 3.1 93.6 £3.1 61.7 £3.1 59+0.1 9.1+0.2

2.3. Photochemical Stability

The photochemical stability of the phenol-B3-CD complexes was assessed by plotting
AE*ab vs. illumination time in comparison with the free phenols (Figure 3).
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:9, 5.0 4 - == HT+g-CD
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Figure 3. AE*ab values of 3-CD, HT, Tyr, HT+3-CD, Tyr+p-CD during photochemical degradation.

The results clearly showed significant differences between the kinetic profiles. HT
exhibited a higher AE*ab value than HT+3-CD over time. The high photodegradation
rate observed for free HT is in accordance with the sensitivity of catechols to oxidation.
Interestingly, the solid matrix of f-CD strongly enhances the photostability of HT. The
kinetic curves for Tyr and Tyr+p-CD exhibited similar trends with lower AE*ab values
(consistent with Tyr being less oxidizable than HT). -CD protects both phenols against
photodegradation in the solid state. By providing a physical barrier between individual
phenol molecules, 3-CD possibly inhibits the photo-induced polymerization of phenols
into brown products.

2.4. Scanning Electron Microscopy (SEM)

The following SEM micrographs compare the external shapes of pure p-CD and
B-CD + Tyr particles (Figure 4).

Figure 4. Scanning electron micrographs of 3-CD (A) and the powder recovered after extraction of
Tyr from a 100 mM aqueous solution (10:1 3-CD/Tyr molar ratio) (B) (Magnification: x140).
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Pure B-CD has a microsized, angular shape, producing geometrical structures. The
solid B-CD-Tyr particles also display the microsized morphology. However, the external
surface is very irregular and striated compared to pure B-CD. This characteristic could be
caused by Tyr particles deposited onto the 3-CD particles.

In conclusion, this simple process potentially provides an efficient and sustainable
method to extract and stabilize olive phenols from olive oil by-products. The dissociation
of the phenol-p-CD particles for B-CD recycling can be simply achieved by rinsing with
ethanol, a food-grade solvent in which the phenols, unlike 3-CD, are largely soluble.

Work is under way to apply the process to integral OMWW.

3. Experimental
3.1. Materials

B-CD was kindly given by Roquettes Freres (Lesterm, France). Folin-Ciocalteu reagent
was supplied by Sigma—Aldrich® (Gillingham, UK). Analytical grade methanol and wa-
ter were from VWR® (Fontenay-sous-Bois, France) and Fisher Scientific? (Leics, UK),
respectively. Tyr was supplied by SigmafAldrich@j (Deisenhofer, Germany) and HT was
purchased from Extrasynthese (Genay, France).

3.2. Spectroscopic Analysis

UV-visible analyses were performed on an Agilent® 8453 UV-Visible spectrophotome-
ter (Waldbronn, Germany) in a quartz cell (1 cm path length). For quantification, the molar
absorption coefficients of the olive phenols were determined: e, = 1414 M-tcmtat
275 nm, &gqm) = 2568 M1 em 1 at 280 nm.

3.2.1. Standard Solution

To optimize the phenol-f-CD molar ratio, 10 mM biophenol solutions were prepared
in 25 mL HO. Then, $-CD was added to a p-CD/phenol molar ratio of 1:1; 3:1; 5:1; 10:1.
The p-CD/phenol molar ratio of 1.4:1 corresponds to the B-CD limit of solubility (16 g L-!
at 20 °C). To optimize the phenolic concentration, 10 mL of a 100 mM phenol solution were
mixed with 3-CD at 20 °C. The p-CD/phenol molar ratio of 10:1 was investigated with
both Tyr and HT. All analyses were performed on fresh standard solutions. Each analysis
was repeated three times.

3.2.2. Kinetic Analysis

Standard solutions were mixed with 3-CD in the solid state at 20 °C under stirring
at 250 rpm. The phenol concentration in the supernatant was monitored by UV /Vis
spectroscopy over 3 h. A brief centrifugation step or dilution into water was carried out if
necessary.

3.3. Analysis of Complexes in the Solid State
3.3.1. Solid Recovery Procedure

At the end of kinetics, the biophenol+[3-CD mixture was filtered on a glass filtering
funnel (porosity 5). The recovered solid was dried at 35 °C until the mass variation was less
than 10%. The solid recovery was determined as a percentage of the initial solid amount
(biophenol+B-CD). It was corrected for the solubilized f-CD amount (16 g Llat20°C)to
determine the true solid recovery efficiency.

3.3.2. Loading and Extraction Efficiencies

The final powders recovered from the kinetic procedure were analyzed to determine
the amount of Tyr or HT retained by solid p-CD. Thus, 50 mg of powder were rinsed with
2mL MeOH and filtered on a 0.2 um PTFE syringe. The loading efficiency Qe (mmol /100 g)
and the extraction efficiency (EE) were then calculated as follows:

CpV
Qe: i

x 100 M

178



Molecules 2021, 26, 4463

7of9

C:PVS Myecovered solid
EE = m * a7 » 100 (2)
where Cp, = phenol concentration in the MeOH fraction, vs. = volume of MeOH (2 mL),
C; = initial phenol concentration, V; = initial volume, and m = mass of the rinsed powder.

3.4. Photodegradation

Photodegradation experiments were performed using a Suntest CPS+ photoreactor
(Atlas Photonics), equipped with a xenon arc lamp and a filter to prevent the transmission
of wavelengths below 290 nm. Each sample was packed into a quartz mold of 4 mm in
diameter and 3 mm in thickness and was then irradiated for seven days at 765 W/m?. The
photoreactor temperature was approximately 35 °C.

The color of the samples was measured each day according to the CIELAB color scale,
over a white background on a reflection spectrophotometer (CM-3500d, Minolta, Osaka,
Japan). The aperture diameter of the measuring port was 3 mm. After color measurement,

the CIELAB-based color difference (AE*ab) was calculated as:

AE, = \/[(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2] 3)

3.5. Scanning Electron Microscopy

The solid particles obtained at a 3-CD/Tyr molar ratio of 10:1 were investigated with a
Gemini SEM (Zeiss®) scanning electron microscope at a voltage of 3 kV. The microstructure
was not coated and was observed at different extensions.

4. Conclusions

This patented work describes a one-step procedure for the concomitant removal of
olive phenols from wastewater and the formulation of these micronutrients into a native
B-CD matrix. It is based on the affinity of solid B-CD for olive phenols.

Extraction efficiencies obtained for Tyr and HT were up to 61%, with a total solid
recovery higher than 90%. The UV irradiation of the phenol-p-CD complexes clearly
showed the ability of p-CD in the solid state to protect phenols against photodegradation.
This procedure is very simple, environmentally friendly (as no organic solvent is involved),
and probably much cheaper than the preparation of phenol-B-CD powders by spray- or
freeze-drying processes. It could be applied to agricultural wastewaters for the recovery of
high-value phenolic compounds for use as food supplements.

5. Patents

A patent resulted from the work reported in this manuscript: Tomao, V.; Malapert, M.
Method for extracting phenolic compounds. EP 3 603 415 B1, 30 December 2020.
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We studied the antioxidant and antidiabetic activity of the encapsulated and unencapsulated phenolic com-
pounds of olive pomace. First, we determined the TPC and TFC of all the samples. We noted 49.40 + 1.46 mg
EGA/g of OP start GG, 29.91 + 2.32 mg EGA/g of lyoph Tyr/Aconv, 26.73 + 0.84 mg EGA/g of lyoph Tyr/
Apwave and 7.98 = 2.49 mg EGA/g of lyoph PP/Apwave, as for the content of TFC we noted very low content,
2.62 + 0.85 mg EQ/g of OP start GG, 0.77 + 0.06 mg EQ/g of lyoph Tyr/Aconv, 0.46 + 0.31 mg EQ/g of lyoph
Tyr/A pwave and 0.87 + 0.19 mg EQ/g of lyoph PP/Apwave. The TAC of all the samples was determined by
DPPH and ABTS methods, trolox served as positive control. With the DPPH, IC5; value was noted in the case of
the Tyr/Aconv and Tyr/Apwave. On the other hand, for start GG and PP/A pwave, we note respectively 200 +
0.15 pg/mL and 179.84 + 0.29 pg/mL, the trolox 106.29 + 2.46 pg/mL lower than that of the start GG and PP/A
pwave. With the ABTS, we note respectively for Tyr/Aconv and Tyr/Apwave, 180 + 0.83 pg/mL and 176.56 +
0.23 pg/mlL, start GG and PP/Apwave as well as the trolox the IC5; are respectively 37.37 + 2.21 pg/ml, 61.81
+ 0.08 pg/mL and 56.09 + 0.81 pg/mL. The antidiabetic activity was studied by inhibition of the enzyme
a-amylase, acarbose was used as standard, the ICsq of the start GG, PP/Apwave are respectively 100.19 + 3.50
pg/mL and 72.28 + 0.16 pg/mL, Tyr/Aconv 400 + 0.40 pg/mL, Tyr/Apwave 559.57 + 1.82 pg/mL exert a less
interesting inhibitory effect compared to the other samples. We note in the case of Ac 116.25 + 2.04 jg/mL. This
work highlights the advantages of the encapsulation process, and promotes olive pomace as a potential source of
antidiabetic compounds.

1. Introduction people worldwide suffered from DM in 2010, and expected to reach 300

million by 2025 (Amos et al., 1997). The common strategy for treatment

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic issue at first recognized by lost
glucose homeostasis, because of the disturbances of carbohydrate, fat
and protein digestion, coming from imperfections in the generation, the
emission and the insulin activity (Pari and Saravanan, 2004). DM is
generally known to be of the two types, based on insulin dependence (i.
e., type I and type II diabetes). Indeed, type I diabetes is also known as
immature diabetes which depend on insulin and affects 5% of diabetie
population and, the type lI diabetes known to be non-insulin dependent
and generally affects people who are above 40 age. This can bring about
in long-term damage for organs, such as, kidneys, liver, eyes, nerves,
heart and veins. The malfunction in some of these organs can lead to
death (Huang et al., 2005). It was estimated that about 200 million

* Corresponding author.
E-mail address: nabinty62@yahoo.fr (N. Sylla).
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focuses mainly on regulating and decreasing blood sugar to fall within
the normal level. The main mechanisms in both traditional and western
medicines involve decrease blood sugar through stimulating pancreatie
p-cells by: inhibition the hormones elevating blood sugar; increasing the
affinity, and sensitivity of insulin receptor; reduction glycogen release;
enhaneing glucose utilization within many tissues and organs; elimi-
nation free radicals, enhancing the resistance lipid peroxidation,
correction of the lipid and protein metabolic disorders and improving
human blood circulation (Mankil et al., 2006).

The alpha-glucosidase inhibitors “starch bloekers™ inhibit eertain
enzymes responsible for the breakdown of carbohydrates in the small
intestine. They act mainly by decreasing the rate of carbohydrate
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abgorption in the body. Moreower, acarboce, an important example in
thiz clase, reweraibly inhibitz both pancreatic @-amylaze and @-glucosi-
daze encymez by binding to the carbohydrate-binding region and
interfering with their hyrdrolyzis into mono-saccharides. This regultzina
zlower absorption together with a reduction in postprandial blood-zugar
levmls (DeFronzo, 1 099 Labowit=, 1997).

Since centuries, many plant: conzidersd a fundamental source of
potent anti-diabetic drugs. Although, symthetic oral hypoglycemics
together with inoulin are the main route for controlling diabetes. How-
ever, they exhibited prominent gide affects and failed to reveme the
courze of its complications. Thiz drove for finding alternatives, mainly
from plant kingdom that are of lesz cevers or even no cide sffects
(L-p-z:u]n et al | 2010).

Broadly distributed in the plant kingdom and abundant in our diet,
phm].n are lmd:.!r among the most dizcuzsed categorias of natural an-
tioxidants (Bockou, 2006). They include one or more hydroxyl groups
(polar part) attached directly to an aromatic ring (nonpolar part]) and are
often found in pla.n.tn az ecters or gly\cnai.den. rathear than az free mole-
cules. Thiz stereochemistry distinguizhes them according to their po-
]ﬂ.l.'.l.l'_',l’ variance (Jalanakiz et al | 2005). Beceant -epi.d:m.i.nlugi:al atudies
have shown the inverse relation between rick of cancer, cardiovascular
dizeanes, diabeten, several age-related chronic dizeazes, and intake of
diet rich in phenols and antioxidants (Yang =t al | 2003; Karadag et al |
2009; yamogle et al, 2011). It iz now dhown, thanks to numerows
epidemiological sudies, that the incidence of type 2 diabetes iz reduced
with the Mediterranean diet, and more particulacly with the consump-
tion of olive oil (Martinez-Oonzales ot al. | 200E; Salas-Salvads et al |
2011; Koloverou et al., 2014; Zalaz-Salvads et al , 2014), thanks to it
richness in phenolic compounds. Phenclic compounds represent an
important class of natural antioxidantz. The term “phensclic compound™
includea a large number of cecondary plant metabolites that differ in
chemical structure and reactivity, ranging from simple compoundz o
highly polymerized compounds (Bl Riachy et al, 2011). During the
production of olive oil various wastes are generated (olive-oil-mill
wastewater (OMWW), olive pomace, storage by-products and Slter
cake), which could be an alternative source of these compounds
(Frankel, =¢ al., 2013). Oleuropein, a non-toxic secoirideid, iz the major
component of olive polyphenols (Brenes et al , 2001; Bonoli et al., 2004;
Morella et al | 2004; Damak =t al, 2003} and it is responzible for the
bitter taste and pungent aroma of olive oil (Afaneh ec al, 2015).
Olewropein, ag well az other phenclic compounds such az hydrosytyr-
oaol and tyroool, have been extencively studied for their beneficial of-
fects in a variety of ailmenm guch as cancer, blood pressure and heart
problems, and an array of wiral and bacterial diseazes (Tuck and Hayball,
2002). Oleuropein degrades gradually into elenclic acid and hydrox-
wiyrosol, as olives mature, but the majority of hydroxytyrosol quantity
in OMWW iz produced during the extraction of olive oil. That iz why
some regearchere do not detect oleuropein in OMWW (Toagaraki etal |
2007 L

Olive pomace conzidered az a rich source of phenolic compounds
with a wide array of biological activities. Application of polyphenols has
recently attracted great interest in the functional foods, mutraceuntical
and pharmacewtical industries due to their potential health benefits o
humans. However, the effectivenes of polyphenols depends on preser-
ving the stability, bioactivity, and bioavailability of the active in-
gredients (Fang and Bhandari, 2010). In fact, three aspects of
antioxidant attributes have besn invectigated in the olive pomace;
antioxidant capacity (Ranalli and Lucera, 2003; Shahidi and Naczhk,
2004}, anti-radical, and radical scavenging activities (Maczhk and Sha-
hidi, 2004; Lecage-Meeozen et al | 2001; Amro et al., 2002). According bo
some studies, the hydroxytyrocol (Pernandez-Bolanos ec al | 2002),
oleuropein (Mulinacci =t al, 2001), tyrosol (Allouche =t al, 2004),
caffeic acid (Lecage-Meegpen et al., 2001), prooumaric acid, vanillic acid
(Bianco et al, 2003), verbascogide, elenolic acid (Mulinacci et al |
2001}, catechol (Fiorentino t al | 2005) and mtin (Romero =t al_| 2002)
are the main phenolic compounds in olive pomace. Hydroxytyrosel iz
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the moat famous olive pomace phenol due to ito benaficial properties; for
example, it exerts advanced antiradical propertiss compared to witaming
B and C (Femande=-Bolanos =t al 2002). The antioxidant :l}.ili.tj of
hyidroxytyrozal haz been proven in the plasma and liver of rate (Vizioli
et al, 2001), while itz cardio-protective effect has been succemfully
a..'.na.}neﬂ on human calls (Leger =t al  2000). The beneficial affect of
hyidroxytyrozal az an effective hypoglycemic and antioxidant agent in
alleviating oxidative strems and free radicals az well as in enhancing
enzymatic deferses in diabatic ratz has also been demonstraged {A1Loas-
che et al, 2004). Tyrosol; 2-{4-hydroxyphenyl)-ethanol, iz one of the
major phenolic compound contsined in olive 0il and haz been reported
to possesz varioun phymiological activities by itz potent antioxidant ac-
tiwity (Jiovanmini et al., 1999). Tyrosol showed antigenotoxic activity
and preventz apoptociz in heratinocyte (Salucc =t al, 2016} It also
prevents the endothelial dyafunction by decreazing the expreszion of cell
adhesion molecule (Carluccio et al | 2003) and inhibit p]a.te]et—imjucmi
aggregation (Petroni =t al | 1995). The tyrosol waz reported to amelio-
rate hyperglycemia in diabetic rats (Chandramohan et al, 2015).
Howeeser, little data exizts on the molecular mechanioms involved in the
beneficial effecta nftytm] on diabetes.

p-nlypl!m-u].! are able to bind o proteins or p-nl}ma.cd:ar.i.den. E.i.ll!.:rb:,r
the effect of polyzaccharides on the formation of polyphenol-protein
complexes, or by the effect of protein-polysaccharide complexes on
polyphencls by bondz sither non-covalent or either covalent (D=
et al | 1957; Luck et al, 1994; De Preitaz et al, 2003; Mateus et al,
2004a; Carvalho etal | 20062 and b; Soares et al | 200%; Oongalves et al.
. 2011a; Soares et al, 20132; Liang et al , 2013; Wang et al , 2007;
Bindon and Smith, 2013: Zhao et al | 2013% 'P'D\J.Fa:d;riden are abls to
compete with proteing to bind to polyphencls. Liang et al. (2013)
confirmed that gum arabic or zucrose are able to  inhibit
bysozyme-procyanidin B3 complexes.

Moreowver, the interactions between polyphenols and proteing on the
bioavailability of polyphenals are contradicrory, for example black tea,
the addition of 10% of ckimmed milk zeems to decreaze the bioavail-
ability of flavam-3-olz following their complexation with cagein (Lorens
etal, 2007). In contrast, the addition of 50% milk to green tea appearg
to have no sffect on the bic-accescibility of flavan-3-ola (Oreen et al,
2007), suggesting that the stability and solubility of lavan-3 -ols in the
integtine are not influenced by milk proteing. The logs of biclogical ac-
tivity of polyphencl: thersfore does not seem to be linked to
polyphencl-protein interactionz, but rather to the instability of
flavan-3-olz at high pH (greater than 5) in milk (Yeiloon et al., 20071, Az
for polysaccharides, numerouz studies have chown  that
polysaccharide-polyphenol complexes have a positive effect in the colon
(Qrant et al, 2020; Kardum and Olibetic, 2015 Le Bourvellec et al,
2005; Monfoulet ecal |, 2020 Phan et al., 2020 Tarko and Dhsda-Chodak,
2020). Polyphenols can be releazed from their complexea by the action
of enzymes or micreorganiome in the intestinal ract and bistransformed
by microbial metabolizm in the colon (ie. from the nonabzorbable form
to the absorbed form). It haz aleo been reported that these complexes can
promote the growth of beneficial microflora and inhibit the growth of
pathogenic microbes (Dobson et al, 2019. The bioavailability of
OHTyr, however, has been chown to change significantly depending on
the matrix in which the phenolic compounds are adminiztered, the most
effective matrix being the olive oil (Vizicli et al, 2003). Around 98% of
Tyt and OHTyr are present in plasma and urine in conjugated forms such
a: glucuronides or sulfatez. Thiz fact indicates the existence of an
extenzive first-pam intestinal /hepatic metaboliom of the ingected pri-
mary forms (Miro-Casas et al., 2003; Rubio et al | 2012).

Some nonvolatile phenolic compounda stimulate the tacting re-
ceptors tuch ar bitternes: perception, pungency, astringency, and
metallic attributes (Boskow, 2012). 5o, encapaulation iz a technique to
pregerve the stability, but alzo to camouflage the undegirable orgamo-
leptic characterigtico of phenolic compounda, by uzing a wall material
guarantesing their protection againzt the unfavorable conditions of the
nurounding environment (Betz and Kulozik, 2011; Pung =t al | 2011].
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Table 1
UPLC-DAD-MS analysis conditions.
Eluamnts Crrandbent Times Dbt T"C Injection
{min) [mLs erslimnn volume (pl)
min)
F-BD 010
A0, 1% BO-TO 10-1%5 o3 a5 5
HO0LH
dians Hyl
B: MIeCH Fo-0 115-13,5

Thiz technique improves the bioavailability of phenolic compounds but
aloo their antioxidant power.

Therefore, the objective of this study ia first to compare the antiox-
idant activity az well az the inhibitory effect of the 0-amylace enzyme of
the encapgulated tyrosol with those of encapoulated phenclic com-
pounds from olive pomace. Secondly, to compare the antioxidant ac-
tivity ani the inhibitory effect of 0-amylace enzyme of unencapsulated
phenolic compounds from olive pomace with thoose of the encapaulated
phenolic compounds.

The Antioxidanta Laboratory at the University of Avignon, where a
atudy invectigating the formulation of olive pomace phenclic com-
pounds within the pomto otarch matrix hae realized, provided the
zamples studied in thiz article. This study firet conisted of encapaulating
a model phenol (tfyrocol), wsing two types of heating (conventionnal
heating and mi heating) to gelatinize the starch before adding
the tyrocol The encapoulation technique used iz lyophilization. Suboe-
quently, the tyrocol encapsulation protocol war optimized and then
applied to the phenolic compounds of olive pomace. This part, carried
out in the antioxidants laboratory of the Univertity of Avignon, will be
the rubject of an article independenty of thic article on the antioxidan:
and antidiabetic activity in vitro of the products regulting from the study
of the antioxidants laboratory of the University of Avignon.

Biocarafysts and Agriculnina! Bistechnology 36 (2021) 102126

2. Materials and methods
21. Chemicals

21.1. Extroct preparoiion

Tyrozol lyophilizates were obtained by encapoulating commercial
trrogol (Sigma Aldrich) in the gelatinized potato matrix by two types of
heating {conventional heating and microwawve heating) by the freeze-
drying technigue, which will be designated az follows: Tyr/A conv and
Ty A microwave.

The lyophilizates of the phenclic compoundz were obtained by
encapeulation of the phenolic compounds of commercial olive pomace
(GRAPEUD] in the gelatinized potato starch matrix only in the micro-
wawve, by the technique of kneading and freeze-drying designated ac
followa: (PP/A mi R

The unencapgulated phenolic compounds aloo come from fresze-
dried olive pomace from GRAPSUD (FPhoto 1), and it i decignated az
follown: Start GG.

Talle 2

a-amylase inhibitory and antioxidant activity of samples (10 pg/mLL
Samples and standend Enzyme inhibitory Antioxidant activity

a-amylase DFPH assay ABTS assay

Start GO 100,19+ 3.50 00+ D5 AT
Tye/A comv 400+ 0.40 180+ DEZ
Tye A misrowave 5557 = 1.B2 176.56 = 022
FFP/A mberownve 72.28= 016G 17984 = 029 61.81 = 0u0=
Acarbose 11625+ 204
Tradox 10629 = 146 BO.09 = 084

Start Glic olive Pomace (GRAPSUD), Tyr/A conv: Tyrosol lyophilisate ander
conventional heating, Tyr/A microwave: Tyrosol lyophilisate umder microwave

heating, PP/A microwave: lyophilisate of encapsulated olive pomace
palyphenols.
Intans T
fma] |
Hydroxvtyrosol
B -
¥
a0
Tyrosol
8y /
400 = E =
&
=35 ¥
2 =
E " ¢
2 = DihydrocalTeic
20 ey acid
[ 3 I
fi [
. _I.r\‘_u__’J L-._.'IIL_J\_. I'L._.-w.J"nu"'-. I ..u-\_.r'\-l} P A ——
1 2 3 4 & [ T Tirraz [rmi]

Fig. 1. Chromatographic profile of the start GG simple, at 280 nm (red) and 330 nm (black). (For interpretation of the references to colour in this Ggure legend, the

reader is referred to the Web wersion af this article.)
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Fig. 2. Comparison of the antioxidant activity of the samples with that of trolox (DFPH test).
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Fig. 3. Comparison of the antioxidant activity of the samples with that of trolox (DPFPH test).

2.2 Preparation of sample

The lyophilizates of Tyr/A conv, Tyr/A microwave a0 well 2z of PR/A
microwarwe were prepared in dictilled water, 30 mg of each lyophilizate
introduced into a hemolyziz tube, with 15 ml of distilled water (ie. a
stock concentration of 2 mg/ml), then the solution the tubes are heated
in a water bath (45 °C) for 15min, in crder to completely dizvolve the
starch and thua the encapeulated phenolic compounds are released.

The olive pomace powder waz prepared in a mixmre of zalvent
(water/ethanol). 30 mg of pomace powder iz introduced into a test tube
with water and ethanol (30,20 v/%], and then the solution iz heated in a
water bath (37 °C) for 15 min.

2.3 Toml phenolic content

The guantification of the phenolic compound in diferent lyophili-
zate (lyophilzat of Tyr/A conv and Tyr/A microwave; lyophilizate PP/A
microwarve] ag well as starting olive pomace (start G0 was performed
according to the method of (Lister and Wilson, 2001) with dlight

maodifications. The appropriate 0.5 mL of sample {30 mg/ml) waz
transferred to Folin-Ciocalten reagent (2 ml) diluted 10 times in
neutralized with carbonate of sodivm (MagCiDy) 4 mL, 7.5%. After 30
min of incubation in the bain-marie, the absorbance was recorded at
765 nm against blank mmple, which containg water. The phenolic
content was determined az milligram of Gallic acid agquivalents (GAE)
per gram lyophilizate.

2.4 Totol flavonoid contens

For the determination of the total favoncids only the lyophilzates of
PP/A microwave az well az the pomace (start 301 were guantified
becauze in the cape of the lyophilizates of Tyr/A it was not necessary,
knowing that there iz only the grosol, which iz not a favonoid.

The total flavonoids in the lyophilizate of PP/A microwave and the
starting olive pomace (gtart $0) were calculated according to aluminum
chloride [ AlCls) method (Dewanto =t al., 2002). Briefly, the lyophilizate
zolutionz and the starting olive pomace solution 1 mL (30 mg/mL) were
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Fig. 4. Comparison of the antidiabetic activity of the samples with that of acarbose (alpha amylase inhibition].

mixed with 0.2 mL of AICL; (10%]), then addition of 0.2 mL of sodium
acetate solution (5%) and distilled water (5.6 mL). After 30 min of in-
cubation in the dark at r.c, the absorbance was recorded at 415 nm,
against a blank wsing a UV-vigible spectrophotometer. Flavonoids were
totally determined az milligram equivalents of gquercetin (E) per gram
of lyophilizate.

2.5, Identifcation of pherolic compounds in strt GO and PP/A
microwave samples by UPLG-DAD-MS method

Ultra-performance liguid chromatographic analysiz (UPLC) was
carried out at UMR SOPOY Avignon University - INRAE. Syztem (Waters
Caorp., Milford, Ma, USA) simultanecualy comnected this ACQUITY
UPLCE to a 190-800 nm diode array detector (UPLC DAD, Waters,
Milford, MA, USA) and to a spectrometer. mazs Bruker Daltonica HCT
Ultra lon Trap M3 equipped with an electrospray type ion source (UPLC
DAD/ESI-MSn). An ACQUITY UPLC® BEH C18 column (50 mm x 2.1
mm, i.d, 1.7 pm; Watera Corp., Milford, MA, USA) iz used in the zepa-
ration of phenolic compounds. The ion trap operates in Ultra Scan mode
from m/z 100 to 600. The ICC target hag been cet at 100,000 with a
maximum accumulation time of 50 ma. Nitrogen (99.99%) was used as
the desolvation gas. lonization was performed wing an BSI source in
negative mode. The ionization source parameters were oet az follows:
dry temperamure 365 ° G, nebulizer pressure 50 pai, dry gas flow rate 9 L
min-1, capillary voltage —2 kV. Chromatographic peaks were identified
uzing commercial standarda (standards) previoudy injected. The quan-
tification was carried out by integration of the peaks in the DAD chro-
matogram. In the abzence of an authentic standard, the concentration of
the compound iz expreszed in standand equivalent The injection con-
ditionz are summarized in Table 1.

2.6. Anticcidant ectvity mssays

Por evaluating the antioxidant activity of different sample (Tyr/A
conw and Tyr/A microwave, start 00, PP/A microwave), two antioxi-
dants complementarily tests were used DPPH, and ABTS aszayu.

The DPPH" scavenging effects of camples were determined accord-
ing to (Huang et al | 2011). The N-centered DPPH" iz generally uzed for
the estimation of the radical scavenging caparity. Por thiz aim, an
aliquot (0.5 mL, 0.2 mM) of DPPH" was added to the sample zolution

2.5 mL) (200040 pg/ml) and incubated for 30 min in the dark rt.
Finally, the absorbance of the cample was recorded at 517 nm. Blank
zample containg ethanol, which ueed az solvent for DPPH radicals and
reaction medizm.

The ABTS™" ccavenging method is camied out according to the

method described by (Tuberosoa =t al, 2013). The ABTS (2 mM) solu-
tion mixed with potamium persulfate solution (B 530y 70 mM)
oxidizing agent resulted in ABTS cation radicals (ABTZ* ). The initial
absorbance (0.70). Finally, 0.2 ml of zample at various concentrations
(2000-40 pg/ml) was mixed with 2 mL of ABTS"", and the remaining
absorbance was spectrophotometrically recorded at 734 nm. Blank
zample containg buffer solution.

All radicals (DPPH", and ABTS"") scavenging effects (RSC) were
calculated az given follows: % RSC = (1 - Az/Ac) x 100, where Ac and Az
are the absorbances of the control and samples, respectively. The anti-
oxidant activities expressed as the concentration of different lyophilizate
(Tyr/A conv, Tyr A microwave: start 00 and PP/A microwawe) that
provides 50% inhibition (ICss). This value sstimated by modeling the
inhibition degrees againet the sample concentrations. Trolox has been
used as positive controls. The test camried out in triplicate and 105y
walues were reported ag meanz + 5D

Z2.F. Engyme inhibition studies

271 a-Amylase actvity

The inhibitory effects of the scample (Tyr/A conv, Tyr/A microwave,
start 00 and FP/A microwawve) on E-amylage were measured according
to (Xiao =t al | 2006: Yochikawa and Maruo, 1960) methods with n].i.gl!.t
maodificationa.

The substrate solution was prepared az follows: soluble otarch (400
mg was dizzolved in 25 ml of NaOH (0.4 M) and heated for 5 min at
100 °C. After coaling, the solution adjusted to pH 7 with HEl (1M, and
then the wolume of the substrate solution iz adjusted to 100 mL. 100 pl of
2U/mL a-amylage solution (20 mM acetate buffer with 6.5 mM Nacl, pH
6.9) wan pre-incubated at 37 °C for 10 min with 250 pl of samples at
concentrations variables, followed by the addition of the same volume of
the starch solution (600 pl, 0.296), and incubated a 37 ° € for 10 min.
The end of the reaction was carried out by adding 250 pl of HC1 (0.1M),
followed by the addition of 100 pL of iodine reagent (1 mM). Absorbance
waz measured at 650 nm. Acarbose waz used as the positive control.
Regults were expressed az percent inhibition and calculated vzing the
formula next: 1 (%) = {14{A2- A1) (A4 — AS) = 100}

Al: abzsorbance of the sample (extract + gubstrate + encyme]; AZ2:
absorbance of the sample blank (extract + subsrate + buffer); AS:
absorbance of the control (zubstrate + enzyme); A4: absorbance of the
blank of the blank (ubstrate + buffer).

3. Statwhbeal analyms

All teatz were performed in triplicate and regults were expressed ac
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Photo 1. Technical sheet of alive pomace used in this sudy.

mean + standard deviations. A difference in the mean values of (p < (Benabdallah et al., 2016).
0.05) wasz conzidered statiztically significant. ICso was calculated using

nonlinear regression analyziz (GRAPHPAD PRISM 7). TREs e s
4. Results and dizcussion

Ch Iyzic of the start GG and PP/A microwave

Phenoli B d for their antioxidant p umplubyUPlD—DAD‘-MSldgnnﬂedtbe'ml:p:phmdumpoundl

abofcc:be:rpmpertyofmenldnhtmamﬂunduﬂonw a:ldih“d and(F ” » 7 & =]
!ymool ydncaﬁex ig- 1).
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4.2 Phenol total contene

The phenolic content of the start 03, Tyr/A conv, Tyr/A microwave
and PP/A microwawve samples obtained from the gallic acid calibration
curve (v = 0.010x+0.002, B = 0.99) expressed in mg 0AR/z brophili-
aate, are reapectively: 4940 + 1.46: 29.91 + 2.32; 26.73 + 0.84; 796 +
2.49. Ao for the Havonoid content of our start OO and PP/A samples
obtained from the quarcetin calibration curve (v = 0,022z + 0,006 B
= .99, it remaing very low, thiz can be explained by the fact that owr
zamples are not rich in favonoida, which corroborates the chromato-
graphic analyzes (Fig. 1), becauce the majority phenolic compounds are
phenolic alcohols. Thuz, the flavonoid content of the samples: start 00
and of PP/A microwave expressed in mg (B/g lyophilizate, are recpec-
tively: 262 + 0. 85 mg OAE/g 00; 0.87 + 0.19 mg GAE/g lyophilizate.

4.8, Antioxidant echivitics @ssays

The evaluation of the antioxidant capacity of our various samples
waz carried out by so-called indirect methods based on elecron wansfer
(DPPH and ABTE), the 1C50 of which were then determined compared to
that of trolox. All our samples revealed interecting antioxidant proper-
tieo. A low G50 value indicates a high antioxidant activity. The results
are shown in Table 1 and the 105y was calculated to compare thege
resulm.

Indeed, in cace of DFPH only the samples start G0 and PP/A mi-
crowave revealed activity, 1050 = 141.49 4 0.59 pg/mL for atart 00 and
ICsy = 133.95 + 0.27 for PP/A microwave. We did not obzerve any
activity in the cace of the sample’s Tyr/A conw, Tyr/ A microwawve. The
Trolox haz 1Css = 88.14 + 1.35 pg/mL lower than the sample start 00
and PP/A p-waves. The effectivenss: of the antioxidant activity of the
zamples (start 30 and PP/A microwave) can be explained by the synergy
between the phenolic compounds (hydroxytyrocol, hydroxytyrocol
glucoside, tyrosol and dihydrocaffeic acid) present in the two samples
{Table 2).

The ABT5"" scavenging can be applicabls for plant extracts including
both hydrophilic and lipophilic compounds. In thiz amay, ABTS™ haz a
maximum wavelength at 734 nm All our samples have sffectively
reduced the ABTS™" radical, we note respectively the 105y expresed in
tg/mL of the various start G0 samples, Tyr/A conw, Tyr/A microwawe
and PP/A microwave az well ag that of the trolox: ICss = 16.05 + 2.31;
ICz; = 150 + 0.83; ICsa = 176.56 + 0.23; IGse = 2618 + 0.44; 1050 =
75.15 4 1.10 (Table 2).

By comparing the 1G5, of the Tyrozol samples to that of the PP/A
microwave zample, with both DPPH and ABTS (Fige. 2 and 33, PP/A
microwave presents the best 1G5, and the explanation of the synergy of
the molecules precent in the sample PP/A microwave iz also valid in thiz
context az well

Between the sample start 30 and PP/A microwawre there iz notguch a
big differance between their ICz;, we can say that the encapaulation has
well preserved the molecules, co that their antioxidant activity before
encapaulation iz almost equal to that obtained after encapsulation.

4.4, In vitro study of e-amylase inhibitory activiny

m-Amylacse and a-glycozidase exist on the cells lining the amall in-
tegtine and hydrolyze polyzaccharides to monosaccharide units for ab-
zorption through the intestine. For the body weight and contol of the
blood glucose level, specific inhibitors can inhibit the activities of both
digestive enzymen (Focak et al | 2016). However, in thiz stmdy, we only
experienced the inhibitory affect of our samples only on the 0-Amylage
enzyme. Another study will be dedicated to the inhibitory effect of our
zamples on the @-glycosidaze enzyme.

The PP/A microwawve cample shows the best inhibitory capacity of
the 0-Amylage enzyme (1050 = 72.28 + 1.57 pg/mL) followed the start
00 sample (IC50= 100.19 + 3.50 pg/ml). Hiz two samples have a2 more
interesting activity compared to the acarbooe (Fig. 41, which waz ueed az
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a standard. Indeed, the latter chowed an inhibitory effect of (1050 =
116.25 + 2.04 pg/mL), on the other hand it io more interesting than
thoge of the tyrosol samples (Tyr/A comr [Cs0 = 400 + 0.40 pg/ml; Tyr/
A microwawe [Css = 559.57 + 1.88 pg/ml) (Table 21

Thiz activity can be explained by the synergy of the phenolic com-
poundz pregent in the samples start 00 and PP/A microwave. In addition
to that for the szample PP/A microwave we can add the encapgulation
which to participate in the protection of the phenolic compoundz and to
the improvement of their antioxidant activity.

5. Conecluzion

The in vitre study of encapeulated and free polyphenols from olive
waste, such az olive pomace, az an alternative to the treatment of dia-
betez, has been chown to be effective. Indeed, we observed interesting
antioxidant and anti-diabetic activity with both encapoulated paly-
phenols and free polyphenols, although the encapaulated polyphenols
were more effective than the free polyphenols. In addition, the encap-
rulaz of polyphencls (PP/A po) compared to the sncapaulaz of tyrosol
[Tyr/A conw;, Tyr/A o) chowed a better antioxidant activity and a bettar
inhibitory effect of the alpha amylace encyme, we explained that by the
phenomenon of aynergy of the phenolic compounda becauze the tyrosol
certainly exert: an interesting antioxidant activity and an effective
inhibitory effect, this remaing minimal compared to the activities of 2 set
of phenolic compounda. In sum, the regults obtined in thiz study show
that olive waste, in thiz cagse olive pomace, is a rich source of phenolic
compoundz, which can be valued by encapoulation in order to protect
their antioxidant activity ag well az the biological activity, in thiz caze
the inhibitory effect of the alpha amylace enzyme. Although itz results
are encouraging, all applications (nutraceuticals or others) require
numerous investigations to validate the use of itz phenolic compoundz
from olive wasgte.
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Extraction of the polyphenols from olive mill wastewater
(margine) enriched with bioactive compounds from olive leaves
by different techniques and influence on antioxidant activity

N’nabinty Sylla'*, Hakima EL Hajji'* and Kacem EL Kacemi

!Materials, Nanotechnologies and Environment Laboratory, Department of Chemistry, Faculty of
Sciences, Mohamed V University, Morocco

Abstract. The maceration of the OMW with the OL and the distilled water
heated in p-wave and the heating mantle at 80°C, largely contribute to the
increase in the content of phenolic compounds of our extracts. According to
the obtained results, the TPC and TFC of the ext of OMW heated by the p-
wave and the Hm were higher than those ext obtained without heating at rt.
TPC of ext obtained by p-wave and Hm were found 186.27+2.13 mg
GAEQqg/gext and 185.65+1.07 mg GA Eq/g ext respectively, whereas that
obtained without heating at rt was 97.98+3.98 mg GA Eqg/gext. TFC were
104.79+2.19 mg R Eqg/g 114.79+2.13 mg R Eqg/gext, for those ext obtained by
p-wave and Hm respectively, whereas was 93.12+1.79 mg R Eqg/gext for that
obtained without heating at rt. These values are proportional to its AA, so the
AA obtained of the extract heated by the pi-wave was the greatest 305.14+2.67
mg T Eqg/gext, while for the ext heated by Hm was 294.57+£1.71 mg T Eqg/gext
and for that obtained without heating was 105.17+2.47 mg T Eqg/gext.
According to these results, the heating of OMW by the p-wave and Hm with
existence of OL are the most suitable techniques for the increasing of the
extraction of PP contents from OMW. The coR study carried out by the
Pearson method revealed a positive significant coR and a negative significant
coR.

Key word: olive mill wastewater; olive leaves; -wave; conventional heating;
polyphenols; antioxidant activity

1. Introduction

The olive mill wastewater are the vegetable waters obtained during the
extraction of olive oil (water added during grinding and crushing stages)
(Galanakis and al., 2010). Due to its widespread production among olive
producing countries it has been given many names: aqua reflue in Italy,
alpechin in Spain, katsigaros in Greece, and zebar in Arab countries
(Skaltsounis and al., 2015). The OMW are characterized by their reddish-
brown color, but also by their cloudy appearance, which gives them a blackish
appearance. This coloration is dependent on the state of degradation of the
phenolic compounds and of the olives from which they are derived (Hamdi
and Ellouz, 1993); (Zahari and al., 2014). OMW are also characterized by their
acid pH which varies between 4 and 5 (Nefzaoui, 1988); (Eroglu and al., 2008);
(Hachichaa, and al., 2009); (Yaacoubi and al., 2009); (Yalcuk, and al., 2010).
It has a very high electrical conductivity due to the presence of potassium,
chlorides, calcium and magnesium ions (Salvemini,1985); (Zbakh and
Abbassi, 2012). They have a biological oxygen demand (BOD) varying
between 45 and 55 kg / m?, the maximum of which is 100 kg / m3, a chemical
oxygen demand (COD) varying between 100 and 220 kg / m3, the maximum
of which is 300 kg / m®. Their polluting power is due to their acid pH, their
high fat content as well as their great richness in phenolic compounds, which
are difficulty biodegradable thus causing environmental pollution when they
are rejected without pretreatment. The harmful effect of margines for the
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environment derives largely from their richness in phenolic compounds;
paradoxically its compounds with a great antioxidant power are on the other
hand very beneficial for the organism by their antioxidant property. The
phenolic compounds of the OMW are very diverse and their structure is very
variable. Over 50 different phenolic compounds have been identified in the
water sources (Obieds and al., 2005; Dermeche and al., 2013). They come from
the enzymatic hydrolysis of carbohydrates and esters from olive pulp during
the extraction process (trituration). Their solubilization in oil is, however,
much lower than in vegetable water, which explains their high concentration
detected in vegetable water (Ranalli, 1991; Achak and al., 2008). The content
of phenolic compounds in vegetable water depends on the extraction system
of olive oil (Annaki and al., 1997; Aissam and al., 2002). In general, it varies
between 3 and 5 g / | (Balice and al., 1997; AL-Malah and al., 2000; Oukili
and al., 2001; Garrido Hoyos and al., 2002; Tsioulpas and al., 2002; Casa and
al., 2003; Fenice and al., 2003), and it can even exceed 9g / L (Klibanov and
al., 1983; Borja and al.1995; Sayadi and Ellouz, 1993; Kissi and al., 2001;
Aissam and al., 2002). It was reported in the study of Skaltsounis & al thatthe
prevalent classes of hydrophilic phenols identified include phenyl alcohols
(tyrosol Fig.1a p.4, and hydroxytyrosol Fig.1b p.4 are the major compounds
(Bazoti and al., 2006), phenolic acids (hydroxycinamic acid: example caffeic
acid Fig.1c p.4 and benzoic acid: example gallic acid Fig.1d p.4), secoiridoid
derivatives (example Oleuropein aglycone), flavonoids (example quercetin
Fig.le p.4), and lignans (example pinorésinol). Among the by-products of
olive oil extraction we can mention the olive leaves, it was also reported in the
study of Skaltsounis & al that olive leaves contain carbohydrates, oil, crude
protein, crude fiber, inorganic compounds, and a number of secondary
metabolites. Currently, this byproduct is either burned or ground together with
the remainder of the OTP byproducts (branches), causing major economic
costs and environmental concerns. Occasionally, this residue finds an
application as animal feed or is directly discarded in the olive oil producing
facility (Molina-Alcaide and Yafiez-Ruiz, 2008). However, the presence of
interesting bioactive compounds in the olive leaf is well known. Oleuropein
Fig.1f p.4 is the principal secondary metabolite in the olive tree leaves; its
content in dry material can exceed 15% (w/w) (Agalias and al., 2005; Aouidi
and al.,, 2012; Erbay and Icier, 2010). Along with ligstroside and its
demethylated derivative, which are also found in olive leaves, it belongs to the
category of secoiridoids having a phenolic moiety. Further phenolics identified
are hydroxytyrosol, tyrosol, acteoside (verbascoside), caffeic acid, p-coumaric,
acid and vanillic acid. In addition, olive leaves contain a significant amount of
flavonoids, such as luteolin-7-O-glucoside, luteolin-7-O-rutinoside, apigenin-
7-Oglucoside, diosmetin-7-O-glucoside, rutin, luteolin, diosmetin, and
apigenin (Ahmad-Qasem and al., 2013; Ghanbari and al., 2012; Japén-Lujan
and al., 2006). In recent years, a growing interest has been observed with
respect to the biological effects of natural antioxidants, included in the fight
against oxidative stress generated by reactive oxygen species (ROS). These are
involved in aging and in the onset as well as progression of several diseases
including cancer, atherosclerosis, cardiovascular accidents (CVA),
osteoporosis, inflammatory diseases and neurodegenerative diseases etc. In
this context, a great deal of scientific research has been carried out on bioactive
compounds, especially on polyphenols (PP), which are excellent inhibitors of
oxidation by trapping free radicals, and have led to their use in the food,
cosmetics and pharmaceutical (Goulas and al., 2010). The latter has various
chemical structures and characteristics. They are ubiquitous in fruits,
vegetables, seeds, and other parts of the plant.

This work is part of the valorization of the polyphenolic by-products of the
olive oil extraction and vegetable industry, such as hydroxytyrosol and
oleuropein with high antioxidant potential. These compounds can be isolated
by different extraction techniques or converted into products with high added
value. These could later be used to enrich olive oil with polyphenols or used
as stabilizing additives for agri-food products.
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The aims of this study is to optimize the extraction of phenolic compounds by
combining several extraction techniques hence the originality of this study,
referring to the studies of S. (Sabiha and al., 2016) and (Nkhili and al., 2009).
The work of (Nkhili and al., 2009) consisted in carrying out kinetic studies to
see the influence of conventional heating (80°C and 100°C) and microwave
heating (power 480W, 80°C and 100°C), on the extraction and the rate of the
polyphenolic extract of Moroccan green tea (Al Kafila name of the mark of
the tea) . The polyphenols were characterized by the following wavelengths
280 nm (total polyphenols), hydroxycinamic derivatives (330 nm) and
flavonols (350 nm). (Sabiha and al., 2016) on the other hand studied
enrichment of olive oil in phenolic compounds by maceration with olive leaves
assisted by ultrasound (frequency 25 kHz and a power of 150 W). We
combined these two methods in our work in order to highlight the influence of
the two heating techniques (conventional and microwave) on the maceration
of the OMW with olive leaves and its implication on the polyphenolic rate and
the antioxidant power of the polyphenolic extract. A correlation, using the
Pearson method, will be demonstrated between antioxidant activity and the
content of total phenols and antioxidant activity and the content of flavonoids.

2. Materials and Method

Chemical products: Hexane, ethyl acetate, Folin- Ciocalteu, Sodium carbonate
(Na2COs), Sodium nitrite (NaNO2), Aluminum trichloride (AICIs3), sodium
hydroxide (NaOH), DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), Trolox, gallic
acid, rutine, all were purchased from Unilab Casablanca Morocco.

2.1. Preparation of vegetable matter

The olive mill wastewater (OMW) was supplied by the mejjate oil mill located
in the rural commune of Oued Jedida belonging to the province of Meknes,
Morocco. It was prepared using a semi-modern factory whose wheel is made
from the stone and turned by electricity (three-phase system). The olives
harvested during the season of 2014 between mid-October and mid-November.

The olive leaves were treated according to the method used by Sabiha Achat
(Sabiha and al., 2016) with some modification; the leaves were washed to
remove the impurities. Then, they were dried in an oven at 40 ° C for 1 hour.

Afterwards, the leaves were ground using an electric grinder mark "Moulinex
AR110010", until became a fine powder. The powder kept in a sealed
container and stored away from light.

2.1.1. Maceration

The maceration was performed according to the method of Ez-zohra NKHILI
(Nkhili and al., 2009) with some modification; 20 g of olive leaves was
macerated in 100ml of olive mill wastewater and 200ml of distilled water for
three days at room temperature. The mixture was filtered on low foam and
stored until further treatments.
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Figure 1:a) Chemical structure of tyrosol (2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol), b)
Chemical structure of hydroxytyrosol (2-(3,4-Dihydroxyphenyl)ethanol), c)
Chemical structure of Caffeic acid,Chemical structure of gallic acid (3,4,5-
Trihydroxybenzoic acid ), d) Chemical structure of quercetin 3,3'4'5,7-
Pentahydroxyflavone, e) Chemical structure of oleuropein. All structures were
taken ChemDraw Pro 12.0.

2.1.2. Microwave

It has been reported in the (Wong-Paz and al., 2017) study that the microwave
process involves the interaction between solvent and plant material, where the
absorbing properties are determined by the dielectric constant of the solvent.
It is well known that solvents with high dielectric constant have the ability to
absorb microwave energy and therefore produce a fast dissipation of energy
into the solvent and solid plant matrix, which generates an efficient and
homogeneous heating effect (Martins and al., 2010). It was also reported by
(Wong-Paz and al., 2017) that various conventional methods have been
developed for the extraction and the recovery of phenolic compounds from
natural products, such as hydrodistillation (HD), Soxhlet (SX), and infusion
extraction (IE), steam distillation (SD), maceration (MA), and so on (Lucchesi
and al., 2004); (Sun and al., 2011); (Wang and al., 2008); however, these
methods usually are time consuming and therefore the bioactive compounds
may be degraded by long exposure times. In addition, these classical methods
of extraction require large amounts of solvent. On the other hand, the nature of
compounds and the operating factors in the extraction process impact the yields
and kind of molecules to be extracted (Routray and Orsat, 2013).

Emerging technologies are more efficient methods for the extraction of
bioactive compounds. This is because they allow the use of the most suitable
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solvents in minor proportions, as well as reduced extraction times with respect
to conventional techniques. The most notable of these emerging technologies
are microwave-assisted extraction (MAE), supercritical fluid extraction (SFE),
and ultrasound-assisted extraction (UAE) (Routray and Orsat, 2013). In MAE,
the microwaves are combined with traditional solvent extraction (Hao and al.,
2002). This methodology of extraction has been accepted as a potential
alternative to conventional extraction methods for obtaining natural
compounds (Yan and al., 2010).This is because it presents important
advantages, such as short extraction time, less solvent, and a higher extraction
rate thereby obtaining better products with lower cost (Ballard and al., 2010);
(Hao and al., 2002); (Lucchesi and al., 2004).

Thereby, the heating of part of the microwave-assisted macerate was carried
out in a modified microwave oven Fig. 2a and 2b p.5. A Thermometer follows
the oven temperature.

refrigerant outlet
and termometer

\Timel’
\ Power

Figure 2a: Photo of the modified classic microwave used for the extraction of
phenolic compounds

-

Figure 2b: Photo of the interior of the modified classic microwave used for the
extraction of phenolic compounds

Otherwise, microwave energy is non-ionizing radiation used to heat solvents
in contact with solid or liquid samples to extract compounds inside the walls
of a food product (Jawad and Langrish, 2012). The principle of MAE is based
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on the direct effect of microwaves on molecules by ionic conduction and dipole
rotation. In general, polar solvents having a permanent dipole moment (e.g.
water and methanol) and ionic solutions (usually acids) can strongly absorb
microwave energy, while nonpolar solvent such as hexane do not heat up when
exposed to microwave radiation (Katarzyna, 2009). The optimization of the
extraction of target molecules by MAE is mainly attributed to its heating and
rapid effect on the solvent, which increases the solubility of the compound of
interest (Jawad and Langrish, 2012). However, MAE can be used without the
addition of water or organic solvents in a process called microwave assisted
solventless extraction, typically used to extract essential oils (Chemat et al.,
2012). This method is based on the combination of microwave heating and
distillation carried out at atmospheric pressure. When the water contained in
the matrix is heated by microwaves, the glands containing the essential oil are
broken, thus releasing the volatile oils which are then condensed in a cooling
system placed outside the microwave oven (Chemat and al ., 2012; Jacotet-
Navarro and al., 2016). Thus, the extracts obtained do not have traces of toxic
solvents and the products can be considered as undenatured and free from
contaminants.

2.1.3. Experimental methods

First fraction (Conventional heating): 100 mL (containing olive leaves) of the
macerate was heated in heating mantle at 80°C for 60 min with stirring.

Second fraction (Heating under p-wave): 100 mL of macerate (containing
olive leaves) was heated under p-wave at 80°C for 60-min.The power of the
microwave oven was set at 455 W so that the polyphenol degradation is
minimized.

Samples were taken every five minutes (conventional heating and p-wave
heating). The kinetic study was followed by UV-Visible spectroscopy over a
period of one hour. The UV-Visible spectrum of the macerate extract has been
characterized by three wavelengths which are A=280 nm (Fig. 5a), A =330 nm
(Fig. 5b) and A = 350 nm (Fig. 5¢) which correspond respectively to total
phenols, hydroxycinamic derivatives and finally flavonols. The absorbances at
these wavelengths have been measured as a function of time. Extraction of
polyphenols from macerates by heating under p-waves is compared to that of

conventional heating at the same temperature.

The third fraction was not heated; the extraction was carried out cold: 100 mL
of vegetable water (containing olive leaves) was used. This fraction was a
witness for to see the influence of heat on the polyphenolic extract during
maceration with olive leaves.

Sample: was also a witness: to see the cold influence of the maceration by olive
leaves on the polyphenolic extract. 100 mL of no macerated OMW or margine
(without olive leaves) and without heating (untreated).

2.1.4. Preparation of extracts

The samples obtained from the three methods were washed with hexane (v/v)
in order to remove the lipid fractions, the washing repeated three times for a
total time of 30 min. Then, the extraction of phenolic compounds carried out
with ethyl acetate (v/v), the extraction was repeated five times for a total time
75 min. Afterwards the organic phases obtained were combined and
evaporated using a rotavapor at 60 °C. The mass obtained was recovered by a
small volume of methanol (1mL) and then stored at 4 °C until utilization.

3. Analytical methods
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3.1. Determination of total phenols

The determination of total phenols (TPC) was carried out by the Folin-
Ciocalteu method, this method is based on the oxidation in basic medium of
the oxidizable functions of polyphenols by a mixture of phosphotungstic acid
(H3sPW12040) and phosphomolybdic acid (HsPMo12040) which is reduced,
during the oxidation of phenols, to a mixture of blue oxides of tungsten
(W3023) and molybdenum (MogO.s) (Lister and Wilson, 2001).

The blue coloration produced has a maximum absorption at approximately 765
nm. It is proportional to the rate of phenolic compounds. 0.5 mL of each extract
solution at a concentration of 30 mg / mL was mixed with 2.5 mL of the Folin-
Ciocalteu reagent diluted 10 times. After three minutes, 4 mL of 7.5% sodium
carbonate solution was added. The mixture was immediately shaken and then
incubated at a temperature of 40 ° C for 30 minutes. The optical density of the
complex formed was measured at 765 nm. The contents of total phenols were
expressed in mg Eq Gallic acid /g of extract.

The standard used was gallic acid (GA). The concentrations in the samples are
expressed in mg GA equivalent / g of extract. The calibration curve is
illustrated in Fig. 3.
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1,6 y =0,0068x + 0,0025
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0 50 100 150 200 250 300
Gallic acid concntration (mg/g)

Figure 3: Gallic acid calibration curve

3.2. Total flavonoids content

The flavonoid contents of the extracts were determined using the aluminum
trichloride colorimetric method (Huang and al., 2011). A quantity of 1 mL of
the extract (30 mg/mL) was mixed with 6.4 mL of distilled water and
subsequently with 0.3 mL of 5% (w / v) sodium nitrite (NaNO3) solution. After
5 min, 0.3 mL of aluminum trichloride solution (AICI; at 10% w / v) was
added. 2 mL of sodium hydroxide (1M Na,COs3) was added to the mixture after
standing for 6 minutes.

The final mixture was stirred with a vortex and allowed to stand for 30 minutes.
The absorbance was measured at 510 nm. The rutin was used as standard

Fig. 4 p.8.
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Figure 4: Rutin calibration curve

3.3. Antioxidant activity

Antioxidant activity was determined by the diphenyl-picryl-hydrazyl (DPPH)
degradation method according to Dewanto and al. (Dewanto and al., 2002). A
volume of 2.5 mL of the extract (30 mg/mL) was mixed with 0.5 mL of DPPH
(0.2 mM or 3.9 mg / mL) freshly prepared, and then the mixture was stored in
the dark for 30 min. The absorbance was measured using a spectrometer at
517nm. The standard curve was prepared with Trolox solution (0.2-2 mg/mL),
and the scavenging ability of the DPPH radical in the samples was estimated
in terms of the Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) in mg/mL
Trolox/g of extract.

3.4. Correlation between TPC, TFC and AA

Statistical analysis was performed on the samples using Pearson correlation or
linear correlation, which involves measuring the linear relationship or
proportionality between the values of two variables. GraphPad Prism 7 is the
software that was used.

4. Results and discussion
4.1. Kinetic study of UV-Visible extraction

The results obtained at the end of the kinetic analysis (Fig.5a, 5b p.9 and 5¢
p.10) show in this study that there is not a big difference between the two types
of heating (conventional and p-wave heating) used in the quantitative
extraction of the three families of polyphenols, unlike the study carried out by
(Nkhili and al., 2009) where it was signified that the best extraction of the three
families of phenolic compounds was obtained under heating assisted by p-
wave at 100°C.

On the other hand, in our case as well in the heating under microwave as in the
conventional heating, the three families of polyphenols are extracted after 20
min, however in the study of (NKhili and al., 2009) this was observed only in
the case of heating under microwave at 100°C. It was also reported in the
(Nkhili and al., 2009) study that the maximum extraction of the three families
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of phenolic compounds was reached after 20 min only under p-assisted heating
at 100°C, as in this study, this was observed for both types of heating
(conventional heating and heating under p-wave at 80°C).

280nm

-~ MO 80°C
- CC 80°C

Absorbance

0 T T 1
0 20 40 60

Times (min)

Figure 5a: kinetics of samples (OMW + olive leaves + distilled water)
heated under p-wave (MO) and the heating mantle (CC) at 80 ° C,
absorbance reading at 280 nm.
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Figure 5b: kinetics of samples (margine + olive leaves + distilled water) heated
under p-wave (MO) and the heating mantle (CC) at 80 ° C, absorbance reading

at 330nm.
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Figure 5c: kinetics of samples (margine + olive leaves + distilled water) heated
under p-wave (MO) and the heating mantle (CC) at 80 ° C, absorbance reading
at 350 nm.

4.2. Effect of olive leaves on total polyphenols and total flavonoid

The influence of olive leaves on the extraction of polyphenols was performed
on two samples of olive mill wastewater, one was macerated with olive leaves,
and the other was without olive leaves at room temperature.

4.2.1. Total Phenolic content (TPC)

The results obtained show that total polyphenols contents extracted by the
maceration with olive leaves were higher than those extracted without olive
leaves. The TPC were found to be 97.19 + 3.98 mg GAE / g extract for extract
with olive leaves and 54.50 + 0.32 mg GAE / g extract for extract without olive
leaves (Table 1 p.10).

4.2.2. Total flavonoid content (TFC)

For TFC was in the same effect on TPC, the TFC for the maceration with olive
leaves were found 93.12 £ 1.79 higher than those for without olive leaves 50.18
+ 0.12 mg RE/g extract (table 1).

Table 1. Effect of olive leaves on extraction of TPC and TFC at room
temperature.

Extract TPC TFC
(mg GAE/g extract) (mg RE/qg extract)

OMW 54.50 £ 0.32 50.18 £ 0.12
OMW + OL 97.19 +£3.98 93.12+1.79

OMW: Olive Mill Wastewater, OL: olive leaves, RE: rutin equivalent, GAE: gallic acid equivalent
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4.3. Effect of temperature on extraction of TPC and TFC with olive leaves
4.3.1 Total Phenolic content

The results summarized in the (Table 2), show that the TPC extracted from
OMW with the heating by p-wave and heating mantle were higher and more
efficient than in the case of the extract obtained without heating. TPC values
for the extracts heated by p-wave and heating mantle were close, these values
were found to be 186,27 £2,13 mg GAE/g extract and 182,98 + 2,92 mg GAE/g
extract respectively, while was 97.19 + 3.98 mg GAE/g extract for the extract
obtained without heating.

These results were compared to those results were performed by (Putnik and
al., 2014), who reported that olive leaves contributed to the optimization of
total polyphenols, an average of 41.13 + 0.58 to 62.99 *+ 0.043 mg Gallic
Equivalent / g of dry material. Moreover, in the study by (Putnik and al., 2014),
reported that (Ahmad-Qasem and al., 2013), obtained an average of 54 + 17
mg / g of dry matter.

Table 2. Effect of temperature on extraction of TPC and TFC by the different
techniques.

Extract Extraction Temp (°C) TPC TFC
techniques (mg GAE/g (mg RE/g
extract) extract)

OMW+OL p-wave heating 80 186.27 £2.13  104.96
+2.19

OMW+OL Heating mantle 80 182,98 £2.92 114.79
+2.13

OMW+OL without heating  atroom  97.19 + 3.98 93.12+1.79

temp

Temp: temperature

4.3.2. Total flavonoid

For the TFC values of the extracts obtained by heating mantle and by
microwave heating (Table 2) were found to be the highest compared to the
extract obtained without heating. However, by comparing (OMW+OL without
heating) to (OMW+OL heating mantle) and (OMW+OL p-wave heating), it is
observed that there is not a marked improvement in the level of flavonoids
despite the heating, this can be explained by a probable degradation of the
flavonoids by temperature. This deserves chromatographic analyzes of the
different extracts (and the determination of the TFC and TPC and AA of the
hot extract of the olive vegetable water), study which will be carried out in a
future article. The TFC values were found to be 104.96 + 2.19 mg RE /g extract
and 114.79 £ 2.13 mg RE/g extract for the treatment by microwave heating
and by heating mantle respectively, whereas was 93.12 + 1.79 mg RE /g extract
for the treatment without heating. It was observed a slight difference between
the extracts obtained by heating mantle and by microwave heating. On the
other hand, the two types of heating were more efficient than in the case of the
extract obtained without heating and without adding olive leaves, which
indicates that the olive leaves have also contributed to the optimization of
flavonoid extracts. In fact, in the studies by (Putnik and al., 2014) and (Goulas
and al., 2010) reported that olive leaves provide 13 to 27% of flavonoids. The
average amount of flavonoid is 16.51 + 0.11 mg quercetin equivalent / g of dry
matter. The same amount has been practically reported by (Nashwa and Abdel
Aziz, 2014) and (Abaza and al., 2011).
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4.3.3. Total antioxidant activity (AA)

The antioxidant activities of extracts were summarized in the (table 3), the
results show that the extracts obtained by heating mantle and microwave have
high antioxidant activity compared to the extract obtained by without heating
and without addition of olive leaves. However the flavonoids having,
previously supposed, been degraded by heating, thus generate phenolic
degradation products (no flavonoid) with strong antioxidant power also. So the
increase in antioxidant power can also be explained by the likely strong
presence of flavonoid breakdown products.

It was observed a strong relationship between the total polyphenols, total
flavonoids and the antioxidant activity. These results can be attributed to the
strong contribution of total polyphenols and total flavonoids to the antioxidant
activity of the extracts.

Table 3. Total antioxidant activity of the extracts with olive leaves using
different extraction techniques.

Extract Extraction techniques  Temperature ~ AA

°C (mg TE/g extrait)
OMW+ OL p-wave 80 305.14 + 2.67
OMW+ OL mantle heating 80 29457 £1.71
OMW+ OL Without heating atroomtemp 105.84 +2.47
OMW atroomtemp 94.69 +1.68

TE: trolox equivalent

4.3.4. Correlation between TPC, TFC and AA

Statistical analysis revealed the existence of a significant correlation between
total polyphenols contents and antioxidant activity in the case of all extracts
(Table 4). A significant correlation have also been noted between the content
of total flavonoids (Table 5) and antioxidant activity.

There is a strong correlation between the antioxidant activity and the content
of the total flavonoids of the all extracts. (Stagos and al., 2012) also reported a
correlation between polyphenol content and antioxidant activity in the study.
It was also reported in the (Wong-Paz and al., 2017) study existence a positive
linear correlation between antioxidant capacity and total phenolic compounds,
flavonoids and phenylpropanoids (Luyen and al., 2014).

Table 4. Correlation between TPC and AA.

Extract Pearson r r2

TPC, TAA (MO) -0.89 0.79
TPC, TAA (HM) -0,85 0,71
TPC, TAA (WH) -0.97 0.94
oMW 0.99 0.98

MO: Microwave; HM: heating mantle; WH: without heating.

This strong correlation in our study can be explained by the following:

+  The contribution of olive leaves to the increase in the content of TPC and
TFC of polyphenolic extracts MO, HM and WH,

»  The contribution of flavonoid degradation products to the increase in
antioxidant activity of polyphenolic extracts MO and HM.
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Table 5. Correlation between TFC and AA.

Extract Pearson r r2

TFC, TAA (MO) 0.85 0.79

TFC, TAA (HM) 0.95 0.71

TFC, TAA (WH) -0.98 0.94

oMW 0.98 0.96
5. Conclusion

Olive mill wastewater have a bad reputation because of their highly polluting
characteristics for the environment; paradoxically, they are very rich in
phenolic compounds, very beneficial for the organism because of their strong
antioxidant effect.

In fact, in this study, it was a question of optimizing the content of phenolic
compounds in olive growing water with a view to their use as a nutraceutical
by using techniques such as encapsulation.

Thus, the results obtained are: first, the efficiency of two types of heating
(conventional and p-waves) has been compared, the content of TPC as well as
TFC in the case of these two types of heating are almost identical. Secondly,
the contribution of olive leaves in optimizing the content of phenolic
compounds has been also highlighted, by comparing the content of phenolic
compounds (TPC and TFC) in the fraction of unheated macerate with that of a
sample of unmacerated and unheated olive mill wastewater. We can conclude
that olive leaves are also a rich source of phenolic compounds, as reported by
(Sabiha and al., 2016) and many other authors.

Statistical software Graphpad Prism 7 carried out a correlation study, choosing
the Pearson correlation or the linear correlation, the results obtained showed
the existence of significant correlation between the antioxidant activity and the
total polyphenols as well as the total flavonoids of the different extracts.

In view of these results, it can concluded that the objective of this study has
achieved. However, it is important to emphasize that its results may be
different in other cases, since the amount of polyphenols can vary depending
on a number of factors (cultivar, maturation stage, climatic conditions, harvest
period), but also technological processes for obtaining water from olive
vegetation which can also significantly affect the polyphenol content.
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