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Glossaire

Alpha-MSH (alpha-melanocyte-stimulating hormone) : Est un polypeptide anorexigene
constitué de 13 acides aminés. |l provient de I'hydrolyse de la pro-opioméanocortine ou
POMC. L’a-MSH libérée dans I'hypothalamus sous l'effet de la leptine, elle active notamment
le récepteur MC4 (MC4R), ce qui conduit & une diminution de la prise alimentaire.

Acide gras synthase (FAS) : Est un complexe multienzymatique qui réalise la biosynthése
des acides gras linéaires saturés. La FAS est inhibée par le palmityl-CoA. Le maonyl-CoA
diminue I’ affinité de la FAS pour le NADPH au cours du jedine (glucagon, cortisol).

Acétyl CoA Carboxylase (ACC) : Enzyme qui convertie I’acétyl CoA cytoplasmique en
malonyl CoA.

Acyl glycérol-3-phosphate-transférase-1 (GPAT-1) : Enzyme qui estérifie les acides gras
au glycérol pour former les triglycérides pour le stockage.

Adipogenése : Est le processus de différenciation cellulaire selon lequel des pré-adipocytes
deviennent des adipocytes matures.

Alkoxyle: En chimie, un groupe alcoxyle (souvent désigné par groupe alkoxy) est une espece
chimique de type monoradicalaire constituée d'un groupe alkyle lié a un atome d'oxygene : R-
Oe, H-O-R ou encore R1-O-CnH2n-O-R1.

Adipocytes : Sont des cellules matures différenciées, incapable de proliférer. Ces cellules
présentes des activités fonctionnelles métaboliques: lipolyse, lipogenése et sécrétions de
leptine.

Adiponectine : Est une hormone produite par le tissu adipeux, qui est impliquée entre autres,
dans larégulation du métabolisme des lipides et du glucose.

Adiposité: Etat de ce qui est adipeux, développement excessif du tissu graisseux dans une
partie localisée de I'organisme.

Angiogenese : Est la capacité de développement de nouveaux vaisseaux a partir des vaisseaux
préexistants.

Agrégation plaquettaire : Phénomene consécutif al'adhésion des plaguettes entre elles et au
collagéne (protéine du tissu conjonctif, il constitue une étape initidle de I'hémostase
(coagulation sanguine) lorsqu'un vaisseau est 1ésé.

AM P-activated protein kinase (AMPK) : Est un important régulateur du métabolisme énergétique
qui est actif en réponse a une augmentation del’ AMP.

Anorexigéne (ou coupe-faim ou suppresseurs de I'appétit) : sont un groupe
de médicaments qui diminuent |'appétit. La plupart d'entre eux appartiennent a la famille
des amphétamines, ce sont généralement des substances apparentées aux stupéfiants.

Apoptose: Cest un processus physiologique actif de mort cellulaire impliquant un
programme genétiquement contrdlé d'autodestruction de lacellule.



Athérosclérose: Il Sagit de la perte d' élasticité des artéeres due a la sclérose, elle-méme
provoquée par I’ accumulation de corps gras (essentiellement le mauvais cholestérol dit LDL)
au niveau de latunique interne (intima) des artéres.

Bombésine : Appelé aussi GRP (Gastrin Releasing Peptid) est le neurotransmetteur par lequel
le nerf vague agit sur les cellules G de la muqueuse gastrique. Cette stimulation du nerf vague
provogue une sécrétion de gastrine qui agit a plusieurs niveaux dans le systeme de sécrétion
gastrique dans le but d'augmenter I'acidité du suc gastrique.

CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBP): Ce sont des facteurs de transcriptions qui
possedent, d’ une part, un domaine basique de liaison a des sequences CCAAT présents dans
les régions régulatrices des genes cibles, et d’ autre part, un domaine a glissiere de leucine qui
leur permet de une homo ou une hétéro-dimérisation . Trois isoformes de C/EBPs, a, B et v,
possédent un réle inducteur dans 1’adipogeneése. Les C/EBPs B et y sont induits de facon trés
Précoce au cours de I'adipogenese, et jouent un rble clé dans I'enclenchement de la
maturation terminale. L’induction de C/EBPa se fait plus tardivement.

Carnitine palmitoyl transférase-1(CPT-1): Est une enzyme locaisé dans la membrane
interne de la mitochondrie, elle convertie le fatty acyl CoA en acyl-CoA qui rejoint la B
oxydation.

Cellules 3T3-L1: Est une lignée celulaire dérivée des cellules 3T3 qui est utilisée
considérablement dans la recherche sur le tissu adipeux. Les cellules 3T3-L1 ont une
morphologie qui ressemble a des fibroblastes, mais dans les bonnes conditions ces cellules se
différencient dans un phénotype qui imite le comportement des adipocytes. Le systeme 3T3-
L1in vitroest considéré comme un complément hautement utile aux cultures humaines
primaires dadipocyte, et a été employé considérablement par des scientifiques pour
déverrouiller plusieurs des mystéres des maladies métaboliques. La lignée cellulaire 3T3-L1
est identifiée comme systemein vitro trés bien caractérisé et cohérent, et a servi de base a un
large éventail d'études publiées.

Célules stromales: Sont des variétés de cellules possédant les capacités des cellules-
souches, appartenant en grand nombre au tissu grai Sseux.

Cholécystokinine (CCK): Est une hormone peptidique gastro-intestinale sécrétée par
certains entérocytes (cellules neuroendocrines) de la muqueuse du duodénum et relarguée
dans la circulation sanguine en réponse al'arrivée des lipides surtout insaturés et des protéines
dans la lumiére intestinale. Elle entraine lalibération d'enzymes digestives
pancréatiques catal ysant la dégradation des lipides, des protéines et des glucides ingérés.

Corticolibérine (CRH) : Neurohormone sécrétée par I’ hypothalamus, le tissu nerveux et le
placenta. 1l est impliqué dans les troubles du sommeil, de I'appétit, ainsi que dans la
dépression, I'inflammation et probablement dans le déclenchement de I’ accouchement.

Cycle entéro-hépatique: Est la circulation en boucle des acides biliaires a partir du foie ou
ils sont produits et secrétés dans labile, jusqu'a I'intestin gréle ou ils permettent |a digestion
des graisses et d'autres substances, avec retour verslefoie.

Cytokines: Sont des substances solubles designalisation cellulaire synthétisées par les
cellules du systéme immunitaireou par d'autres cellules ou tissus, agissant a distance sur
d'autres cellules pour en réguler |'activité et la fonction.



Estérification: Est uneréaction dechimie organiqgueau cours de laquelle un groupe
fonctionnel ester -COOR est obtenue par condensation d'un groupe acide carboxylique -
COOH et d'un groupe alcool -OH. La réaction de base est la condensation d'un alcool sur
un acide carboxylique avec élimination d'une molécule d'eau.

Facteurs antinutritionnels : Sont des substances méme al’ état de traces rédui sent totalement
I’ utilisation d’un éément nutritif.

Facteur de croissance de I’endothéiale vasculaire (VEGF): C'est une protéine qui
déclenche la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et qui est nécessaire pour
accompagner la croissance des tissus et le développement des organes. L’ action des VEGF
nécessite leur fixation sur des récepteurs a activité tyrosine kinase: VEGF-R1, VEGF-R2 et
VEGF-R3.

Glucagon-Like peptide-1 (GLP-1) : Est une hormone intestinale sécrétée par les cellules L
del'iléon en réponse a un repas. Le GLP-1 fait partie des hormones de satiété.

Glutathion : Est un tripeptide, formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine et
de glycine : y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine. Le glutathion, qui existe sous forme oxydée et
réduite, intervient dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme dela cellule. Il intervient
aussi dans un certain nombre de réaction de détoxication et d'éimination d'especes réactives
de l'oxygéne. A noter que le groupement aminede la cystéine se condense avec la
fonction acide carboxylique en y de l'acide glutamique.

Hépatotoxicité : Se définit par la capacité d'une substance a détruire les cellules du foie. Dans
la grande majorité des cas, cette destruction est liée ala prise d'un médicament : on parle alors
d'hépatotoxicité médicamenteuse.

Homozygotes : Est un individu qui porte deux alléles identiques d'un méme gene.

Hormone mélanotrope : Ou méanotropine ou méanocortine (nom le plus utilisé) ou MSH
(pour melanocyte stimulating hormone), est une hormone sécrétée par les cellules
mélanotropes de I'hypophyse, elle agit sur les mélanocytes. Elle est le produit de maturation
d'une pro-hormone, la POMC, par des enzymes spécifiques appelées pro-hormone
convertases.

Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase HMGCR (HMGCR): Est une proténe
transmembranaire appartenant a la membrane du réticulum endoplasmique, C'est une
oxydoréductase intervenant dans la voie du mévalonate, dont elle régule I'intensité. Lavoie du
meévalonate est une voie métabolique importante chez les eucaryotes supérieurs et certaines
bactéries car elle produit les précurseurs du cholestérol et d'autres terpénoides.

Hypercholestérolémie : Un taux trop éevé de cholestérol dans le sang.
Hyperphagie: C'est lefait de manger en trop grandes quantités

Hyperplasie: Est un terme médical désignant une augmentation de volume d’ un tissu ou
d’un organe due a une augmentation du nombre de ses cedllules.

Hypertrophie: Est le développement trop important (I'augmentation de volume) d'une partie
du corps, d'un organe ou d'un tissu, mais aussi d'une cellule.



Hypolipémiant : C est laréduction du taux de lipides dans le sang.

Hypogonadisme: Correspond a un défaut de production de fonctionnement de |'apparelil
reproducteur.

Ghréline: Est une hormone digestive qui stimule |’ appétit : son taux augmente avant les
repas et diminue apres ceux-ci. Cette hormone est considérée comme |'antagoniste de
I hormone | eptine, produite par les adipocytes, qui induit |a satiété lorsque son taux augmente

Leptine: Est une hormone peptidique qui régule les réserves de graisses dans I'organisme et
I'appétit en controlant la sensation de satiété. C'est une hormone anorexigéene. Elle est secrétée
par le tissu adipeux blanc qui, en plus de sa fonction de stockage et de mobilisation des acides
gras, possede également une activité endocrinetres importante. La leptine est également
secrétée par d'autres tissus tel's que I'estomac, |e muscle squel ettique, la moelle osseuse.

Lipase gastrique: Ellecorrespond & I'une desenzymes hydrosolubles qui permettent de
réaliser I'hydrolyse des fonctions esters. Ces enzymes specifiques transforment également
les triglycérides en glycérol ou en acides gras, on parle alors de lipolyse.

Lipémie postprandiale: Se caractérise par une augmentation des lipoprotéines riches en
triglycérides aprés un repas, et joue un role important dans la biodisponibilité des lipides
alimentaires pour les tissus périphériques. En effet, une lipémie postprandiale élevée est
souvent associée al'obésité et a une dyslipidéemie.

Lipogenése: Deésigne l'ensemble des processus biochimiques permettant la synthese
des lipides en général et des acides gras en particulier.

Lipolyse: Est ladégradation des lipides qui conduit a la libération des esters d acides gras,
du glycérol par hydrolyse des glycérides (triglycérides, diglycérides et monoglycérides).

Lipoprotéines: Sont de grands complexes de protéineset delipides, hydrosolubles, qui
transportent massivement les lipides dans tout |'organisme. La coque externe est
une monocouche de phospholipides contenant  du cholestérol libre et une ou plusieurs
molécules protéiques appel ées apolipoprotéines (par exemple apo-A, Apo-B, etc.) ; la partie
centrale contient destriglycérides, des esters de cholestérol et de petites quantités d’ autres
substances hydrophobes, comme desvitaminesliposolubles. Les lipoprotéines sont
hydrolysées par la lipoprotéine lipase. Les chylomicrons synthétisés par |'entérocyte et les
VLDL, synthétisés par le foie, sont des lipoprotéines.

Lipoprotéine lipase (LPL) : Est une enzyme plasmatique spécifique, ce qui veut dire que le
plasma est le compartiment dans lequel elle est active physiologiquement. La lipoproténe
lipase est I’enzyme qui permet I’ hydrolyse des triglycérides des lipoprotéines plasmatiques :
chylomicrons, VLDL en acides gras libres et glycérols.

Lipoprotéines de trés basse densité (VLDL): Les lipoproteins de trés faible densité est produit
danslefoie, ils sont responsables du transport lipidique du foie vers les tissus périphérique.

Masse maigre: C'est le compartiment le plus important physiologiquement, il représente 70
a90 % du poids corporel, il est composé des os, muscles, organes et la peau.

M étabolisme de base : Corresponds aux calories que le corps brule pour assurer son maintien
en bonne santé : battements cardiague, température corporelle, respiration, renouvellements



des tissus....Ces besoins sont tres importants puisque le métabolisme de base consommes
deux tiers des calories apportés al’ organisme.

Monozygotes : Proviennent de ladivision d'un ceuf fécondé unique.

Mitochondrial uncoupling protein (UCP): Les protéines découplante (UCP) sont des
transporteurs mitochondriaux de la membrane interne.

Mitochondrial uncoupling protein-2 (UCP2): Se trouve dans I’intestin, le tissus adipeux,
les muscles et le cerveau. Elle a un role dans la thermogenése induite par I’ dimentation ainsi
gue dans I’ obésité (régulation du poids corporel).

Mitochondrial uncoupling protein-3 (UCP3): C’est un transporteur d’ acides gras anionique
de la membrane mitochondriale vers le cytoplasme, elle est exprimé dans les muscles
sguel ettique.

Neurogenese : Processus de création de neurones fonctionnels a partir de cellules souches
neurales.

Neuropeptide Y (NPY) : Est un peptide de 36 acides aminés, fortement exprimé dans le
systéme nerveux central, il exerce un réle important dans I’ homéostasi e énergétique.

Néphrotoxicité: Ensemble des atérations fonctionnelles ou structurelles rénales induites
directement ou indirectement par des substances chimiques absorbées dans |’ organisme,
guelle qu’en soit la voie de pénétration.

Oxygene singulet : L’ oxygeéne singulet est un état métastable de la molécule de dioxygene. 1l
se forme notamment au cours de la réaction bien connue de I'eau oxygénée dans I'eau de
Javel par action desions hypochlorite CIO™ sur le peroxyde.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR): Appatient a la famille des
récepteurs nucléaires hormonaux. On a 3 isoformes de PPAR a, f et y, chacun est codé par un
gene différent et caractérisé par une distribution tissulaire, des ligands, des cofacteurs et des
fonctions qui leur sont propres.

Peroxydations des lipides: Est |'oxydation deslipides insaturés, soit par des especes
radicalaires de |'oxygene, soit catalysée par des enzymes.

Peroxyde d'hydrogene : est un composé chimique de formule H20.. Sa solution aqueuse est
appel ée eau oxygenée. Elle est incolore et 1égerement plus visqueuse que I'eau.Le peroxyde
d'hydrogéne existe naturellement chez les étres vivants comme sous-produit de larespiration
cellulaire. Tous les organismes aérobies possedent desenzymes, appelées peroxydases,
qui catalysent la dismutation de H>-O2 en H2O et O

Phosphoinositide 3-kinase (Pl 3-kinase) : Joue un rble dans la transduction de signal,
intervenant dans le métabolisme, I'angiogénese et |a cancérogenése

Prohormone convertase 1 (PCSK1) : Est une neuroendocrine convertase Ca2+ dépendante
appartenant a la famille des endoprotéases a sérine de type subtilisine et est capable de cliver
la protéine précurseur POMC dans les cellules corticotropes de I’ hypophyse antérieure.
D’ autre part, PCSK1 entraine la maturation de la proinsuline en insuline et du proglucagon en



glucagon dans les Tlots pancréatiques. Des mutations du géne PCSK 1 sont responsables d’ une
forme mendélienne de I’ obésité chez I’ homme.

Pro-opiomélanocortine (POMC): Est le précurseur polypeptidique des hormones
corticolipotropes et des endorphines. Découverte initialement dans les cellules corticotropes
de I'antéhypophyse, elle sest révélée par |a suite produite dans de nombreux autres tissus, tels
I'hypothalamus, le systéme nerveux central et la peau. Les modifications post-traductionnelles
de la POMC, en particulier son clivage peptidique, permettent la synthese des différents
fragments: adreno cortico trophic hormone (ACTH), lipotropine (LPH), melanocyte
stimulating hormone (M SH) et béta-endorphine.

Récepteur aux mélanocortines de type 4 (MC4R) : Est un récepteur a sept domaines
transmembranaires couplé aux proténes G, il joue un rdle clé dans le contrdle
hypothalamique de la prise alimentaire.

Sibutramine: Est un médicament produit par leslaboratoires Abbott depuis 1997, utilisé
comme traitement d'appoint contre |'obésité nutritionnelle et parfois en cas de diabete de type
Il ou de dyslipidémie.

Simpson-Golabi-Behmel humaine: Unemaladie génétiquese manifestant par une
croissance excessive ala naissance.

Spumeux : La masse spumeuse se compose en majeure partie d'air emprisonné dans de
petites bulles.

Stéaryl CoA désaturasel (SCD1): Enzyme qui catayse une éape limitant dans la
biosynthése des acides gras insaturée (mono-insaturée) a partir des acides gras saturée.

Sterol regulatory element binding protein(SREBP): Appartient & une famille de facteurs
de transcriptions décrites initiallement comme controlant des genes impliquée dans le
métabolisme des lipides et de cholestérol.

Superoxyde dismutase (SOD) : Sont des métall oprotéines possedant une
activité enzymatique : la catalyse de la dismutation du superoxyde en dioxygene et peroxyde
d'’hydrogene. Pour cette raison, cette enzyme est une partie importante du systeme de défense
contre les radicaux libres. Elle est présente dans presque tous |es organismes aérobies.

Thiol : Est un composé organiquecomportant un groupement thiol -SH
(groupement sulfhydryle) attaché a un atome de carbone. Les thiols ont é&é découverts par
William Christopher Zeise.

Thrombose: C'est un caillot de sang qui se forme dans une veine (thrombose veineuse) ou
une artere (thrombose artérielle).
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Introduction

Un apport alimentaire équilibré en macronutriments (glucides, lipides et protéines),
ainsi qu’en micronutriments (minéraux et vitamines) est indispensable en permanence pour
maintenir les fonctions vitales de |’ organisme (croissance, développement, reproduction...).
Par contre, un déséquilibre alimentaire constitue un facteur de risque majeur de nombreuses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte et I’ obésité.

Cette derniere, considérée autrefois comme un signe de prospérité, est regardee
maintenant comme une maladie a part entiére, dont la prévalence augmente a un rythme
alarmant. L’ obésité est devenue le probléme nutritionnel majeur dans la plupart des pays, atel
point gqu’on a pu parler d’ épidémie mondiale (Shahzya et al, 2010).

L'obésité est une maladie chronique, évolutive et multifactorielle. Les déséquilibres
qui touchent la régulation de la masse corporelle, la prolifération du tissu adipeux ou encore
les dépenses énergétiques, en plus, de l'expression d'une susceptibilité génétique sous
I'influence de facteurs environnementaux et hormonaux avec, au premier rang la diététique et
le comportement alimentaire ainsi qu’un mode de vie sédentaire sont les acteurs les plus
suspectés afin d expliquer I’installation et le développement de I’ obésité, que les chercheurs
exploitent afin de trouver des pistes pour lutter contre I’ obésité et les pathologies qui lui sont
associées (Vance et Hanning, 2004 ; De Brandt, 2004 ; Basdevant, 2008 ; Schlienger et al,
2009). La prise en charge de I’ obésité est globale et adaptée a la situation de chaque patient:
elle peut aller de simples recommandations diététiques (régimes hypocal oriques amai grissant)
pour favoriser la perte de poids, en passant par |'exercice physique, les médicaments, jusqu’a
I’intervention chirurgicale (Moro et Basile, 2000 ; Kretschmer et al, 2005).

Beaucoup de chercheurs dans le domaine des sciences de la nutrition et de la
diététique se sont penchés sur la médecine traditionnelle et 1a phytothérapie pour la recherche
d'ingrédients alimentaires fonctionnels et / ou des extraits de vegétaux, facilement accessibles
et a moindre codt, qui peuvent empécher I'accumulation de la graisse du corps et ains
atteindre la perte du poids corporel (Yun et al, 2008).

Au cours des derniéres décennies, les plantes médicinales ont largement été utilisées
dans la gestion de I'obésité a cause de leur contenu en une grande variété de composants
photochimiques avec différents effets antiobésité et anti-oxydants sur le métabolisme et de
I'oxydation des graisses, un bon exemple est les polyphénols.

Les propriétés anti-obésités des polyphénols peuvent s exercer suivant différents
modes d’ action: par effet direct sur la prise alimentaire en supprimant I’ appétit et induisant la
sensation de satiété, sur la dépense énergétique par |’ augmentation du taux du métabolisme en
activant la thermogénése, sur I’inhibition de I’ activité de la lipase pancréatique qui prévient
I’ absorption des lipides intestinales, par |I’augmentation de la lipolyse par induction de la /-
oxydation.

Notre activité de recherche bibliographique est destinée a comprendre le potentiel anti-
obésité des polyphénols alimentaires et leurs mécanismes mol éculaires.

Le premier chapitre est consacré aux rappels bibliographiques concernant les
antioxydants et les polyphénols en particuliers, puis le deuxieme chapitre porte sur I’ é&ude de
I’ obésité, ses complication et ses traitements, enfin dans le dernier chapitre nous nous sommes
intéressées aux effets des composées phénoliques comme composée régulateurs et /ou
préventif de |’ obésité.

Y
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|. Lesradicaux libres, le stress oxydatif et les antioxydants
1.1. Introduction

Certaines réactions biochimiques dans le corps humain produisent des
radicaux libres malfaisants a la santé a cause de leur pouvoir oxydant éevé. lls
provoquent le vieillissement  prématuré, des problemes cardio-vasculaires,
I’athérosclérose, le diabete, certains cancers, etc. Concernant [I'aimentation,
I’oxydation des lipides est responsable de la formation de composés chimiques
indésirables, résultants en godts et odeurs désagréables et diminuant la qualité de la
nourriture et pouvant ére dommageables a la santé. Pour entraver ces processus non
désirés, des additifs antioxydants synthétiques ou naturels sont utilisés. Cependant
de nombreuses études ont démontré que ces derniers ont des effets néfastes sur
I’organisme humain. Pour cette raison, on accorde actuellement un large intérét aux
antioxydants naturels, en particuliers aux produits issus des végétaux, spécialement
les fruits et légumes, sans oublier les vins, en particulier le vin rouge qui est parmi
des plus grandes sources de polyphénols (GEORGIEVA et al, 2010).

1.2. L’ oxydation

L’'oxydation est le phénoméne chimique qui fait rouiller les métaux, qui fait
flétrir les légumes et les fruits, rancir les graisses. Il modifie le golt et la couleur des
aliments. L'oxydation fait partie duneréaction d'oxydoréductionqui transfere des
électrons dune substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire
desradicaux libres qui entrainent desréactions en chaine destructrices. L’organisme
subit également le phénomene d oxydation, mais il est équipé pour lutter contre ces
altérations : un énorme systéme de défense est en permanence en place, avec des
systémes enzymatiques et/ou des systemes de reégénération de complexes mettant en
jeu par exemple le glutathion. Mais ce systéeme de défense est parfois dépassé
notamment quand les agressions sont multipliées sous |'effet de la fumée du tabac,
d'un effort physique intense, de stress permanent, de mauvaise aimentation, ... e€tc.
(ROLLAND, 2004).

1.3. Lesradicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qu’il soit une molécule ou un atome
ou plusieurs éectrons sont célibataires non appariés sur I'orbital externe (GARDES-
ALBERT et al, 2003) Les RL sont des entités trés réactives car ils ont tendance a
rechercher un nombre paire d'électrons afin d apparier son électron célibataire. Ceci
est rendu possible soit en arrachant ou en cédant un électron célibataire (PUY,
2012). La production de RL est permanente au sein de la cellule. Ils ont pour role
d’ abimer les autres atomes de l'organisme et plus ils sont nombreux, plus ils sont
nocifs (PUY, 2012). La présence d'un électron libre confere a ces molécules une
grande instabilité donc leur durée de vie est tres bréve et elles peuvent réagir
immédiatement avec les constituants de la cellule (ADN, protéine, lipides) et ains
provoquer de grave atérations voir lamort de la cellule (RAMONATAXO, 2006)
1.3.1. Lesradicaux libres sont lamajorité des dérivésréactifs del'oxygene

Les principaux représentants des dérivés réactifs de I'oxygéne (DRO) sont: le radical
hydroxyle (HOe), le radical peroxyde (ROOse), le radical akoxyle (ROe), le peroxyde
d'hydrogene (H202), I'hydroperoxyde organique (ROOH), I'oxygéene singulet (02).

Ces DRO proviennent de produits dérives de réactions enzymatiques essentielles,
principalement de processus métaboliques endogénes (Figure 1) (STEINHILBER et al, 2005).
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L es mitochondries sont la principale sour ce de production deradicaux libres

Mitochondries Microsome Peroxysome Cytosol

45 % 20% 30 % 5%

Exception pour lefoie, ou les microsomes sont les principaux producteurs

Mitochondries Microsome Peroxysome Cytosol

15% 45 % 35 % 5%

Figure 1: les différentes sources des radicaux libres (PUY, 2012).

Les DRO ont évidemment aussi une importance physiologique, utilisés par
I’ organisme comme meédiateurs régulant des fonctions biologiques telle la vasodilatation. Par
contre des radicaux comme les radicaux peroxydes (ROO°) ou surtout le radical hydroxyle
(OH°) sont extrémement réactifs, et ce avec la plupart des molécules des tissus vivants.
D’ autres espéeces dériveés de I’ oxygene dites espéeces actives de I’ oxygene comme le peroxyde
d’ hydrogene (H20.) ou le nitroperoxyde (ONOOH) ne sont pas des radicaux mais sont aussi
réactifs et peuvent étre des précurseurs de RL.

1.3.2. Actionsdesradicaux libressur :
e L’acide désoxyribonucléique ou ADN :

L’ ADN est une cible privilégiée pour les DRO. La guanine, par exemple, peut réagir
avec .OH pour former la 8-hydroxy-2' -déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s apparier
avec la cytosine, s associera avec |’ adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des atérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du
cancer et le vielllissement.

e Lesprotéines:

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des DRO. Les
plus réactifs sont I’ histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et latyrosine. Toute attaque
radicalaire d'un acide aminé provoquera |'oxydation de certains résidus avec, pour
consequences, | apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts hi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’'un
récepteur par un ligand, perte d’ activité enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui S accumulent dans les cellules et dans |le compartiment
extracellulaire ce qui provoque des désorganisations cellulaires parfois irréversibles entrainant
lamort delacdlule.

e Leslipidesmembranaires:

Le radical hydroxyle est capable d arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) .Le radical lipidique réagit avec
une molécule d’ oxygene pour former un radical peroxyle (ROQO.), suffisamment réactif pour
arracher un H.aun AGPI voisin, propageant ainsi laréaction. Il en résulte une altération de la
fluidité membranaire qui conduit inévitablement ala mort cellulaire. Les peroxydes générés
seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou continueront a s oxyder et a se fragmenter
en a déhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal).
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e Leslipoprotéines:

L’ attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. Ces derniers se
transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les premiéeres étapes de
I’ athérosclérose). En outre, ces LDL oxydées sont immunogenes et les immuns complexes
formés peuvent activer la voie classique du complément et générer la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages (HALENG et al, 2007).

1.4. Lestress oxydatif :
Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la génération des DRO et les
défenses antioxydantes de |’organisme, en faveur des premieres. Notre mode de vie
(tabagisme, acoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises
habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des DRO dans notre
organisme (Tableau I). Les réactions en chaine qui peuvent étre provoguées par ces dernieres
affaiblissent tout I'organisme. A tel point gu'atermeil est de moins en moins résistant. Celane
fait que renforcer I'action du stress oxydatif et les radicaux libres poursuivent leur ccuvre
destructrice et contribuent a |’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement
comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires, voir la mort celulaire
(OHLENSCHLAGER, 2010).
Tableau |: Sources de stress oxydant endogenes et exogenes (HALENG et al, 2007).
Modedevie

Tabagisme

Faible consommation en fruits et legumes
Alcool

M édicaments

Pilule contraceptive

Exposition au soleil

Exercice intense ou mal géré

Environnement

Pollution

Ozone

Amiante

Radiations

Contact avec des substances cancérogenes

M écanismes Biochimiques

Xanthine-oxydase (ischémie-reperfusion)
Inflammation

Altération de lafonction endothéliae
Surcharge en fer

Oxydation de |I” hémoglobine

Altérations mitochondriales

Biosynthése des prostaglandines
Interventions chirurgicales

(circulation extra-corporelle, transplantations)
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1.5. Lesantioxydants:

Les antioxydants sont des composés qui empéchent ou diminuent le processus
d oxydation dautres substances chimiques et cela en se réduisant avec les radicaux
aboutissant donc a leur réduction ou a leur élimination et en inhibant ainsi leur action. Ces
propriétés se trouvent beaucoup dans les familles des thiols et des phénols.

Les antioxydants sont des substances naturellement présentes dans |'organisme, ils
constituent un systeme de défense in vivo, ils se composent de plusieurs lignes de protection.
La principale d'entre elles consiste a inhiber la formation des radicaux libres et des dérivés
réactifs de I'oxygene en isolant les ions métalliques et en détruisant |'anion superoxyde et
I'oxygéne singulet, réduisant le peroxyde d'hydrogéne et les hydroperoxydes dans chaque
cellule de l'organisme. les plantes et les animaux utilisent et produisent de nombreux
antioxydants pour se protéger, tels leglutathion, lavitamine C, lavitamine E et les
polyphénals, ou desenzymestelles  lacataase, lasuperoxyde  dismutase et
certaines peroxydases.

Lorsgu’il sagit de denrées alimentaires, les antioxydants sont regroupés comme
additifs alimentaires (conservateurs ) qui augmentent la durée de vie de ces produits en les
protégeant contre la détérioration, également utilisés pour les cosmétiques, ou encore pour
préserver |e caoutchouc ou I'essence (ANONY ME 2, 2006).

II. Lespolyphénols
2.1. Définition

Les polyphénols constituent une famille de composés qui sont omniprésents dans le
regne vegetal (EI-HACI et al, 2012). Leurs principales sources aimentaires sont les fruits et
I[égumes, des boissons comme le vin rouge, le thé, le café, les jus de fruits, les cérédes, les
graines oléagineuses et les légumes secs (EDEAS, 2007). Ils sont caractérisés par 1a présence
dans leur structure d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction: éther, ester, ou hétéroside
(HANDIQUE et BARUAH, 2002). Ills sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impligués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines ou
la maturation des fruits (BIOZOT et CHARPENTIER, 2006).

2.2. Biosynthese des polyphénols:

Les polyphénols représentent un groupe de métabolites secondaires complexes
(COLLIN et al, 2011). Les grandes lignes des voies de biosynthese des principaux composes
phénoliques sont maintenant bien connues (MANACH et al, 2004). Selon AKROUM (2011),
ils sont issus par deux grandes voies métaboliques (figure 2) : lavoie de |'acide shikimique et
lavoie de |’ acétate/malonate :

e La voie de I'acide shikimique: Dans cette voie, |'érythrose 4-phosphate et le
phosphoénol pyruvate sont produits par les hydrates de carbones lors de leur
dégradation par la voie des pentoses phosphate et la glycolyse respectivement. Ces
derniers sont a |'origine des composes phénoliques C6-C1 formant les tannins
hydrolysables et de la chalcone qui est 1a molécule de base de tous les flavonoides et
tannins condensés. Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la
phénylalanine dérivent de cette voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés
sont des intermédiaires métaboliques entre |’ acide shikimique et I’ acide cinnamique.

e La voie de |I'acide malonique: La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la
formation de I'acétyl-CoA donnant le malonate. C'est a travers cette voie que
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S effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par condensation
répétée d'unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de I'acétyl-CoA. Cette
réaction est catalysée par I’ enzyme acétyl-CoA carboxylase.

| Hydrates de carbone I

Acides gras

( Voie des Pentoses P I Glycolyse )
l l ({ p-oxydation )

!— Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate
ACIDE Acide shikim 1 Cok
GALLIQUE cide shikimique T(e vl Co
NH, — -— NH,
/ \ : Malonyl CoA
Tyrosine Phénylalanine

3 Malonyl CoA

TANNINS \
HYDROLYSABLES NHy—= /NH" -
‘yclisation

Acide cinnamique

\ Polyéthylcétone

CHALCONES

r

FLAVONOIDES

1

ANTHOCYANES

|

TANNINS CONDENSES

Figure 2 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols (AKROUM, 2011)
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2.3. Classifications des composés phénoliques:

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’ aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire (CHIRA et al, 2008).
Plus de 8000 structures phénoliques ont été rapportées (figure 3) et elles sont largement
dispersees dans tout le regne végétal. Elles peuvent étre classées en fonction du nombre et de
la disposition de leurs atomes de carbone et I'on trouve couramment conjugués a des sucres et
des acides organiques (CROZIER et al, 2006). Les composés phénoliques peuvent étre
répartis en deux grands groupes : les flavonoides et les non-flavonoides (CHIRA et al, 2008).

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
Cs-Cy Acides p-hydroxybenzoique Epices. fraise
hydroxybenzoiques
Cs-C3 Acides Acide caféique, acide Pomme de terre,
hydroxycinnamiques. férulique Pomme. citrus
Phenylpropenes Myristicin. eugénol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine. eugénol
Chromones Eugenine
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone. plumbagine Noix
polyphénols
Cs-C1-Cs Xanthones Mangiferine
Cs-C2-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Anthraquinones Anthraquinones
Cs-C3-Cs Flavonoides. Quercétine. cyanidine. Fruit. légumes.
1soflavonoides daidzéine fleurs. soja. pois
(Cs-Ca) Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Eusiderine
(Ce-C3-Cg) Biflavonoides Amentoflavone
(C6-C3hn Lignines Bois. fruits a

noyaux. raisin, kaki

(Cs-C3-Cg)n Tanins condensés

Figure 3: Lesprincipales classes des composés phénoliques (MACHEI X et al, 2006).
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2.3.1. Lesflavonoides:

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composes naturels qui sont
guasiment universels chez les plantes vasculaires. IIs constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (GHEDIRA, 2005). Ils
contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A
et B a six atomes de carbones (figure 4) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui
peut ou non étre une partie d'un troisiéme cycle C (TAPAS et al, 2008).

Figure 4: Structure de base des flavonoides.

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus
importants sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les flavanones, les isoflavones, les
isoflavanones, les anthocyanidines (tableau I1).

e Lesflavones: Les flavones sont structurellement tres similaires aux flavonols et ne
difféerent que par I'absence d'’hydroxylation en position 3 sur le cycle C. Elles sont
principalement représentées dans |'aimentation par |'apigénine et la lutéoline
(FRAGA, 2009).

e Lesisoflavones: Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones,
elles représentent une sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides
(BOUHEROUM, 2007). Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les
isoflavones sont caractérisees par la présence d'un cycle B fixé a C3 plutét que la
position C2. Elles ont une distribution trés limitée dans le regne végétal (FRAGA,
2009).

e Les flavan-3-ols. Ces composés vont des simples monomeres (+)-catéchine et son
isomere (-)-épicatéchine, jusqu’ aux oligomeres et polymeéres de proanthocyanidines.
Les catéchines se trouvent dans de nombreux fruits comme le thé vert et le vin rouge
(jusqu'aa 300 mg/L) (D'ARCHIVIO et al, 2007 ; CHIRA et al, 2008).

e Lesflavanones: Ces molécules sont caractérisées par |’ absence de double liaison en

2, 3 et par la présence d'un centre d’ asymétrie en 2 (PORTET, 2007). lls sont présents
a des concentrations particulierement élevées dans les agrumes (CROZIER et al,
2006).

e Lesanthocyanes: Leur structure commune est caractérisée par le cation flavylium (2-
phenylbenzo-pyrylium) portant des fonctions hydroxyles et/ou méthoxyles. Les
anthocyanidines naturels peuvent étre classés en trois sous-groupes : Pelargonidine,
cyanidine et delphinidine (BOUHEROUM, 2007). IIs jouent un réle prépondérant
dans la coloration des nombreux aiments (myrtilles, cacao) (COLLIN et al, 2011).

e Lesflavonols: Lesflavonols sont caractérisés par la présence d’ une double liaison en
position 2-3 et d un groupement hydroxyle en C3. ils sont les flavonoides les plus
répandus dans le regne végéta et dans nos aiments, ils sont essentiellement
représentés par la quercétine et la myricétine. Les flavonols qui Saccumulent dans les
tissus végétaux sont presgue toujours sous la forme conjuguée glycosylée (FRAGA,
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2009). Les sources les plus riches sont les oignons, le chou, les poireaux, le brocoli.
(D'ARCHIVIO et al, 2007).

Tableau |l : Tableau représentant la structure de base des principaux flavonoides.

Flavonoides (classe) Flavonoides (exempl es)
Flavones I'apigénine
= lalutéoline.

| soflavones Genisteine
daidzeine

Ry

Flavan-3-ols (+)-catéchine
(-)-épicatéchine

Naringénine
Eriodictyol
Héspéritines

Péargonidine
Cyanidine

Kaempférol
Quercétine
Isorhamnétine

[1.3.2. Lesnon flavonoides

Les composés non flavonoides regroupent les acides phénoliques (les acides
benzoiques et Les acides hydroxycinnamiques), les stilbénes dont le plus connus est le
resvératrol, les lignanes, les lignines et les coumarines (tableau 111).
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2.3.2.1. Les acides phénoliques. sont constitués de deux sous-groupes :
v Acides hydroxybenzoiques C6-C1:

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I'acide benzoiquells sont
particulierement représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes d'ou ils sont
souvent libérés apres hydrolyse alcaline du matériel végétal. Les acides hydroxybenzoiques
existent fréqguemment sous formes d’ esters ou de glycosides (MACHEIX et al, 2005). Les
principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides
phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique (CHANFORAN,
2010).

v Acides hydroxycinnamiques C6-C3

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la
structure de base C6-C3 dérive de celle de I’ acide cinnamique. Le degré d hydroxylation du
cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont des
éléments importants de la réactivité chimique de ces molécules. (FLEURIT et al, 2005).

L es acides hydroxycinnamiques sont retrouvés dans toutes les parties des fruits et des
Iégumes, quoique les concentrations les plus élevées soient observées dans la partie externe
du fruit mar. (DE LA ROZA, 2009). L’ acide chlorogénique (ou acide 5-Ocaféoylquinique) est
la forme combinée de I'acide caféique, il est retrouvé en forte concentration dans le café
(CROZIER et al, 2008).

2.3.2.2. Les stilbénes

Les stilbenes représentent une famille de molécules dont un motif structural a I’ état
monomeérique ou polymérique. Ils sont généralement isolés des plantes sous formes
hydroxylés (monomeéres et oligomeres de resvératrol), méthylés (pterostilbéne), estérifiés,
glycosylés (picéides) ou méme prenylés (chiricanines) (JEAN-DENIS, 2005).

Le resvératrol (3-4'-5 trihydroxystilbene) est le seul stilbéne identifié dans notre
aimentation. C'est le composeé typique du vin rouge (de 0,3 & 2 mg/g) (DERBEL et
GHEDIRA, 2005).

2.3.2.3. Lignines

La lignine est un polymere fortement ramifié, formé par trois alcools phénoliques
simples .Les alcools sont oxydés en radicaux libres par une enzyme ubiquiste chez les plantes;
la peroxydase. Les radicaux libres réagissent ensuite spontanément et au hasard pour former
lalignine (HOPKINS, 2003).

Lalignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des éléments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité
des tiges lignifiées. La lignine est un tres grand polymere, insoluble dans I’eau et dans la
plupart des solvants organiques, il est donc impossible de I’extraire sans lui faire subir
d’importantes dégradations (HOPKINS, 2003).

2.3.2.4. Leslignanes

Le terme de lignanes désigne des composés dont |e squelette résulte de I’ établissement
d’une liaison entre les carbones B des liaisons latérales de deux unités dérivées du 1-
phénylpropane (liaison 8-8'). Ils répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)2.

L’unité (C6 - C3) est considérée comme un propylbenzene. Ce sont des composés
phénoliques bioactifs, non-nutritifs, non caloriques (PETERSON et al, 2010). Ils sont tres
répondus dans les végétaux, leur principale source alimentaire étant les céréales completes,
les fruits, les baies et les |égumes contiennent des lignanes en moindre quantité que les
céréales mais constituent un apport important dans une alimentation variée (ROBERFROIDE
et al, 2007)

)
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2.3.2.5. Lescoumarines

Elles sont présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines ont une structure de
base (C6-C3) dérivant des acides ortho-hydrocinnamiques (COLLIN et CROUZEL, 2011).

Ce sont des composés phénoliques cyclises qui dérivent des acides t-cinnamique et p-
coumarique pour la mgjorité d entre eux. Dans la céellule, les coumarines sont principa ement
présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant
d eviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance des plantes. Elles
sont considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des molécules de faible masse
moléculaire provenant de voies métaboliques variées comme celle des phénylpropanoides ou
des sesquiterpénes (HOFFMANN, 2003).

Tableau |11 : Tableau représentant la structure de base des principaux non flavonoides.

Non flavonoides (classe)

Non flavonoides (exemples)

Acides hydroxybenzoiques

O

=

Acide protocaatéchique
Acide vanillique
Acide galique

Acides hydroxycinnamiques

== 5

Acide cinnamique
Acide p-coumarique
Acide caféique
Acide férulique

Les stilbénes

Resvératrol
Ptérostilbéne
picéide

Lignines
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Les coumarines Umbelliférol
Aescultol

R, m scopolétal
HO > >

2.3.3. Lestanins

Le terme tanin provient d’'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour «tanner » les peaux d animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir. Ces
extraits contiennent des dérivés phénoliques qui se lient aux proténes et donc les dénaturent
(HOPKINS, 2003).

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes : les tanins condensés
(tanins catéchiques = proanthocyanidols) qui sont des polyméres d' unités de flavan-3-ols [(+)-
catéchine ou (-)-épicatéchine]; et les tanins hydrolysables. Ces derniers sont des esters d’un
sucre (généralement le glucose) ou d' un polyol et d'un acide phénol, pouvant étre I’ acide
galique dans le cas des tanins galliques, ou I’ acide hexahydroxydiphénique (HHDP) (acide
ellagique) et ses dérivés d oxydation dans le cas des tanins ellagiques ou ellagitannins
(DERBEL et GHEDIRA, 2005).

2.4. Lespolyphénols au centre de notre alimentation

Les polyphénols sont répartis de fagon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en
congtituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espéces.
Ainsi la concentration en polyphénols totaux peut varier de 140mg/kg de poid frais (PF) pour
lapomme deterre a5.5 g/kg pour la cerise (SCALBERT et al, 2005).

Les teneurs en polyphénols dans les aiments sont affectées par les opérations de
fractionnement, raffinage, broyage, fermentation, cuisson, conservation ou maturation qui se
traduisent souvent par des réactions d’ hydrolyse et d’ oxydation des polyphénols (MORAND
et MILENKOVIC, 2014). Le tableau 1V donne quelques sources aimentaires de certains
groupes de polyphénals.

Tableaux 1V : Tableau récapitulatif des principales sources aimentaires des polyphénols
(KEBBAB, 2014).

Classe de polyphénols Source alimentaire

Lesflavones persil, céleri, le poivron rouge, les céréales
comme le mil ou le blé, la peau des agrumes
et les huiles essentielles (huiles essentielle de
mandarine)

Lesflavonols Le poireau, le vin rouge, I’oignon, le chou
frisé, lethé noir et le thé vert.

L esflavanones Les pamplemousses et |es oranges ameres
La tomate, la menthe, les citrons, les
mandarines, |es oranges.
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| soflavones Soja(lesgraines, lafarine, lelait de soja)

(épi )cathéchine Le thé vert, le chocolat, les peches, les
prunes, les fraises, les pommes, les poires,
I"abricot et la cerise.

proanthocyanidines les fruits rouges: fraise, cerise et les
myrtilles, lesbaies: le cassis ou les mures
lesvins

Leslignanes Graine delin, céréales, ail, asperges, carottes,

les lentilles, les poires et |es prunes.

Chalcones Latomate et lapomme
dihydrochalcones

Lesstilbénes Les cacahuétes, les épinards, le raisin et le
vin rouge, arachides.

2.5. Lespropriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des
noyaux phénoliques, particuliérement des substituants a effet mésomere attracteur d’ électrons
(- M) et substituants a effet mésomeére donneur (+M). La conjugaison d'une des deux paires
libres de I’atome oxygéne avec le cycle traduit I’ effet (+M) du groupe OH. Ce phénoméne
augmente la délocalisation éectronique et produit une charge négative partielle sur les atomes
C2, C4, C6 (figure5).

@ o

@/H @O/H @O/H e OH
| C S
@ )

Figure 5: Formes mésomeres du phénol

De ces caractéres de base découlent les différentes propriétés physico-chimiques dont
les propriétés réductrices: Le potentiel d’ionisation (Pl) d’une molécule est |'énergie
minimale qu’il faut lui fournir pour lui arracher un électron. Plus un composé aromatique est
substitué par des groupements donneurs d éectrons, plus son Pl est faible et plus son
caractere réducteur est grand. 1l peut alors subir une oxydation mono-électronique qui conduit
au radical correspondant. Dans le cas d’un phénol ArOH, le radical-cation formé est un acide
fort qui se déprotone aussitdt pour conduire a un radical phénoxyl ou aryloxyl ArO
(DANGLES, 2006).

F
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Figure 6: Oxydation mono-électronique d’un phénol et formes mésomeres du radical
aryloxyl forme.

Le radica aryloxyl (ArO) peut étre formé directement par transfert d hydrogéne
phénolique (figure 6) vers un radical de haute énergie tel que les radicaux oxyl (RO) et
peroxyl (ROO.) formés par exemple au cours de |’ autoxydation des lipides. Ces réactions de
transfert d’atome H et/ou d éectrons avec conversion d'un radical tres réactif en radical
aryloxyl stabilisé par résonance sont |I"un des principaux mécanismes d’ actions antioxydantes
des phénols. La capacité du phénol a céder un atome H peut étre quantifiée par I’ énergie de
dissociation homolytique de la liaison OH (bond dissociation energy, BDE). Plus la BDE
d'un phénol est faible, plusfort est son caractére donneur d’ hydrogéne (DANGLES, 2006).

2.6. Intérétsthérapeutiques des polyphénols

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le domaine
meédical ou on leur reconnait des activités anti-viraes, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anti-cancer (figure 7). Ils ont également des actions positives sur I’ obésité,
le diabéte, les pathologies cardiovasculaires, les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson.

Bienfai Activité -
Bienfaits antioxydante Action
cardiovasculaires antiulcéreuse

Activité Activité
antibiotique antivirale
Action ' Propriétés
anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales

et hormonale

Figure 7 : Effets biologiques des polyphénals.

2.6.1. Polyphénols et cancer
Un certain nombre de recherches menées in vitro et in vivo ont montré que les
polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention des différentes maladies
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cancéreuses (STAGOS et al, 2012). De nombreuses études ont montré que I’ huile d’argan
pourrait grace a sa teneur en polyphénols, contribuer a la prévention de certains cancers tels
que le cancer de la prostate (BENNANI et al, 2009). Des recherches plus récentes ont décrit
les activités de la curcumine, le resvératrol et I’ épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le
traitement du cancer du col de I’ utérus (DI DOMENICO et al, 2012). Les polyphénols du thé
de type flavan-3-ol ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogenese en
agissant sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires impliquées dans
I"initiation et / ou la promotion d'un cancer. Les polyphénols peuvent également déclencher
I'apoptose dans les cellules cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre
d'éléments principaux en signa cellulaire (LINK et al, 2010).

2.6.2. Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses éudes épidémiologiques ont montré qu’il existe une corréation inverse entre
la consommation d aliments riches en polyphénols et le risque de développement des
maladies cardiovasculaires. En effet, |la consommation des polyphénols favorise la protection
contre les atérations cardiaque et vasculaire. Au niveau des arteres, ces molécules
préviennent |’oxydation des lipoprotéines de fable densité (LDL), évitant ains
I’ athérosclérose (épaississement des artéres qui contribue a réduire le flux sanguins et peut
conduire a I'asphyxie des tissus irrigués). Les polyphénols inhibent aussi |’ agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénomene de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres.
Ains en prévenant |’ athérosclérose et les risques de thrombose, ces composeés limitent les
risques d’ infarctus du myocarde (AKROUM, 2007).

2.6.3. Palyphénols et inflammation

L’inflammation est la réponse principale de I’organisme a une agression et est
précisement régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de I’ organisme.
Cependant, une régulation inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état
inflammatoire chronique. La plupart des pathologies chroniques possedent une composante
inflammatoire. C'est |e cas de |’ obésité, du diabete de type I, des maladies cardiovasculaires
et du cancer. Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces
contextes pathol ogiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’ inflammation
et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de
I'inflammation. De nombreuses études ont pu montrer gque les polyphénols et leurs
métabolites agissaient également comme des modulateurs des voies de signaisation de
I’inflammation. Les éudes menées chez I’homme sain ont montré que le suivi d’ un régime
riche en fruits et légumes était inversement corrélé aux marqueurs de I’inflammation dans le
plasma, et que la consommation d’ anthocyanes était associée a la diminution du taux de
cytokines circulantes (LENOIR, 2011).

2.6.4. Polyphénols et maladies neur odégénératives

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d'Alzheimer représentent un probléme croissant lié aux pathologies du vieillissement cérébral,
principalement car il y a une augmentation de la prévaence de la maladie d'Alzheimer a la
fois et la maladie de Parkinson avec |'age. Ceux-ci et d'autres maladies neurodégénératives
semblent étre déclenchées par des événements multi-factoriels dont la neuro-inflammation,
une augmentation du stress oxydatif, de fer et / ou une déplétion des antioxydants endogéenes.
Par ailleurs, I'apport aimentaire régulier d'aliments riches en flavonoides et / ou de boissons a
été associ ée a une réduction de 50% du risque de démence, une préservation des performances
cognitives avec I'age, un retard dans I'apparition de la maladie d'Alzheimer et une réduction
du risque de dével opper lamaladie de Parkinson. (VAUZOUR et al, 2010).

=
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De nombreuses éudes d'intervention alimentaire menées chez I’homme ou chez
I”animal avec des aliments ou boissons issus du raisin, du thé ou de baies comme les myrtilles
ont montré une amélioration de la mémoire et de la cognition. || semblerait cependant que les
seules propriétés antioxydantes des flavonoides contenus dans ces aliments ne soient pas
suffisantes pour expliquer leurs effets bénéfiques au niveau cérébral, d’autant que la
concentration de composes retrouveés a ce niveau est relativement faible (SPENCER, 2008a).
Il aains été suggére que les polyphénols puissent agir en protégeant les neurones vulnérables,
en stimulant le fonctionnement neuronal et le flux sanguin ains gqu'en favorisant la
neurogenese (LENOIR, 2011).

2.7. Biodisponibilité des polyphénols

Les effets sur la santé des polyphénol s ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de
consommation mais aussi de leur biodisponibilité dans le plasma sanguin (EDEAS, 2007)
(figure 8). Il y'a eu des avancées ces derniéres années concernant |’absorption et le
métabolisme des polyphénals, et il est évidant que la plupart des classes en sont absorbées
suffisamment pour offrir des possibilités intéressantes d’ exercer des effets biologiques.

La plupart des polyphénols sont présents dans les aiments sous forme d'esters,
glycosides ou des polymeéres qui ne peuvent souvent pas étre absorbés sous tels quels. Pour
étre absorbés, ces composés doivent étre hydrolysés en aglycones par la microflore
(MANACH et al, 2006).
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Figure 8 : Schéma général dela biodisponibilité des polyphénols (MANACH et al, 2006 ;
SPENCER et al, 2004).
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2.7.1. Absorption intestinale et métabolisme

Les flavonoides présents dans les aliments sous forme de glucoside résistent
habituellement au pH acide de I’estomac. Quelques rares glucosides tels que ceux de la
guerceétine peuvent étre absorbés au niveau de I intestin gréle, tous les autres ne pourront étre
absorbés qu'au niveau du colon aprés hydrolyse en aglycone par les bactéries de la
microflore, dans le cas particulier des anthocyanes, I’ absorption pourrait se faire au niveau de
I’estomac (COLLIN et al, 2011). L’action de la microflore sur les aglycones ainsi libérés
conduit aussi a la production de divers acides aromatiques simples ce qui limite leur
absorption (MANACH et al, 2006). Les polyphénols et les métabolites microbiens absorbés
subissent trois types de conjugaison dans les enthérocytes et dans les hépatocytes:
meéthylation, glucuronidation et sulfatation, qui sont catalysées par des enzymes. La catéchol-
O-méthyl transférase (COMT) catalyse le transfert d’un groupement méthyl depuis la S
adénosyl-méthionine sur les polyphénols portant un groupement catéchol (catéchine,
guercétine...) le plus souvent en position 3'du noyau B et minoritairement en position 4'.
Cette enzyme est présent dans une large gamme de tissus, mais son activité est la plus élevée
dans le foie et les reins (TILGMANN et al, 1996; PISKULA et al, 1998). La
sulfotransférases catalyse le transfert d’un groupement sulfate depuis la 3’ -phosphoadénosine-
5’-phosphosulfate sur les fonctions hydroxyles de substrat varies dont les polyphénols. Cette
réaction de sulfatation se fait principalement dans le foie (FALANY, 1997). L’UDP-
glucuronosyltransférase (UDP-GT) est une enzyme liée aux membranes de réticulum
endoplasmiques. Elle catayse le transfert d’'un acide glucuronique de |'acide UDP-
glucuronique vers les polyphénols (SPENCER et al, 1999). Dans le plasma, |I’albumine est l1a
principale protéine impliquée dans le transport des polyphénols, I’ affinité des composés pour
cette protéine dépend de leur structure chimiques (DANGLES et al, 2001). Malgré
I’augmentation de I’ hydrophylie due a la liaison a I’albumine, I’interaction des polyphénols
avec la membrane plasmique se fait via la mise en place de liaisons hydrogénes entres les
groupements hydroxyles de la molécule et les tétes polaires des phospholipides a pH
physiologiques (VERSTRAETEN et al, 2003). Ainsi, il semblerait que les polyphénols
conservent, malgré leur liaison a I’albumine, leur capacité de liaison aux cellules. Les
polyphénols ingérés peuvent pénétrer dans les tissus et organes, en particulier au niveau des
lieux de métabolisation comme l'intestin et le foie.

2.7.2. Elimination

Les polyphénols sont principalement excrétés par les voies biliaire et urinaire.
L’implication de chacune de ces voies dépend principalement de la structure des molécules.
Ainsi, les métabolites hautement conjugués seront principalement éiminés dans la bile tandis
gue les petits conjugués comme les monosulfates seront préférentiellement éliminés par voie
urinaire (CRESPY et al, 2003). Les métabolites sont déversés via la bile dans le duodénum et
peuvent ensuite étre hydrolyses par les S-glucuronidases de la flore colique libérant ainsi les
formes aglycones qui peuvent étre réabsorbées au niveau de la muqueuse colique établissant
ains un cycle entéro hépatique (MANACH et al, 2004). La quantité de métabolites excrétés
dans les urines est corrélée a la concentration plasmatique maximale des polyphénols.
L’ excrétion urinaire varie d’une molécule a I’ autre et peut aler de 0,3 a 43 % de la dose
ingérée (pour 50 mg d’ aglycone). Cette excrétion est faible pour les anthocyanes, les flavanols
et les flavonols et particulierement élevée pour les acides phénoliques et les isoflavones
(MANACH et al, 2005; GALVONO et al, 2007).
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Il. Obésité

2. 1. Introduction

Au cours des dernieres décennies, I'incidence de I'obésité a dramatiquement augmenté
au point de devenir une véritable épidémie mondiale (ANDERSEN, 2000). Elle touche la
majorité des nations, peu importe leur niveau de développement (OMS, 2003). L'Algérie n'est
pas épargnée par ce fléau des temps modernes. Selon les statistiques sanitaires mondiaes
2012, 24.3% des femmes algériennes agées de 20 ans et plus sont obéses contre 10.4%
d'hommes algériens obéses (OMS, 2013). L'obésité est due a un état de dérégulation des
réserves énergétiques par des facteurs externes (mode de vie, environnement) et/ou internes
(psychologiques ou biologiqgues en particulier génétiques et neuro-hormonaux)
(BASDEVANT e GUY-GRAND, 2004). L'obésité est en grande partie due a
I'occidentalisation de I'alimentation (FRANCIS et al, 2009). Des données expérimentales et
épidémiologiques suggerent qu’une alimentation riche en graisse favorise le dével oppement
de I'obésité et qu'il existe une corréation directe entre laration lipidique et le degré d’ obésité
(AILHAUD, 2008). Généralement, I'obésité induit une augmentation du stress oxydant qui
joue un réle important dans le développement de plusieurs maladies telles que I'hypertension
artérielle, au diabete, I'insuffisance coronaire, |'athérosclérose, I'inflammation ...ect. (LAMAS
et al, 2004 ; REAVEN, 2005).

2.2. Définition

L'obésité est généralement définie comme une accumulation excessive ou anormale de
graisse dans le tissu adipeux (FERRO-LUZZI et al, 1995). La cause sous-jacente est liée a
une balance énergétique positive (une régulation anormale de la balance énergétique et/ou de
celle des macronutriments) conduisant au gain de poids. En effet, lorsque les apports
energétiques sont supérieurs aux dépenses, I'exces des calories est stocké sous forme de
triglycérides dans le tissu adipeux (ZIEGLER O et al, 2000). Une simple mesure permet de
définir si le poids est « idéa » : I'Indice de Masse Corporelle (IMC), qui relie le poids a la
taille de I'individu. Il se calcule en divisant le poids corporel (en kg) par lataille (en métre) au
carré (kg/m2) (DESPRES et LEMIEUX, 2006). Chez I'adulte, I'exces de poids se définit par
un IMC > 25 kg/m2. L'obésité se définit par un IMC > 30 kg/m2; et I'état pré-obese, par un
IMC de 25,0-29,9 kg/m2. La surcharge pondérae (ou le surpoids) de |'adulte se définit par un
IMC > 25 kg/m2, bien que certains auteurs limitent cette notion a un IMC de 25,0-29,9 kg/m2
(Tableau V) (BRANCA et al, 2007).

Au cours de |'obésité, I'augmentation de la masse adipeuse modifie la production de la
plupart des adipokines (facteurs libérés par le tissu adipeux). Certaines adipokines participent
favorablement au maintien de I'homéostasie énergétique (adiponectine, leptine...), alors que
d autres ont un effet délétére sur le métabolisme (DRAY et al, 2008). La leptine est une
hormone peptidique de 16 kDa comportant 167 acides aminés (GAUCHER et al, 2003).
Libérée par les adipocytes, le géne codant pour la leptine est nommé ob, il est situé sur le
chromosome 7 humain. La leptine régule le poids corporel en diminuant I'appétit et en
augmentant les dépenses énergétiques (FRIEDMAN et HALAAS, 1998).
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Tableau V : Classification du risque pour la santé en fonction deI'indice de masse
corporéele (IMC) chez |'"homme (WHO, 2000).

Classification Catégorie de I'IMC (kg/m’) Risque pour la santé
(comparativement a un
« poids normal » )

Poids insuffisant < 18.5 Accru

Poids normal 18.5-24.9 Moindre

Surpoids 25.0-299 Accru

Obésité, classe I 30.0 - 34.9 Elevé

Obésite, classe IT 35.0-399 Trés élevé
Obeésite, classe 111 =>40.0 Extrémement élevé

2.3. Facteursresponsables del'obésité

La physiopathologie de I'obésité releve des causes multifactorielles, elle est
déterminée par les interactions des facteurs de prédisposition géenétiques et environnementaux
(LUBRANO-BERTHELIER et CLEMEN, 2005). HOFBAUER (2002) rapporte que ce sont
les mauvaises habitudes alimentaires et |a sédentarité qui semblent avoir joué le réle le plus
déterminant dans la récente épidémie mondiale d'obésité.

» Facteursenvironnementaux

Les modifications des habitudes de vie liées aux changements de |’ environnement
contribuent a modifier I’équilibre énergétique au profit de |I’augmentation des réserves
energetiques et du poids (BOUNAUD et MOREAU, 2014). Pour étudier |’ effet des facteurs
nutritionnels, plusieurs types de régimes expérimentaux ont été décrits chez les animaux. Y
compris, le régime hypergras (high-fat diet : HFD), qui induisent |’ obésité nutritionnelle et
accumulation de graisse dans le corps avec une hypercholestérolémie chez les rats Wistar
(MAN et HE, 2009). D'apres LAISSOUF et al, (2014), |’ obésité nutritionnelle est induite
aussi par le régime cafeteria, qui est un régime, hypercalorique et hyper lipidique, il induit une
hyperphagie suivie d’ une obésité dont I’installation est rapide chez le rat Wistar. De plus, les
rats soumis au régime cafeteria présentent des anomalies métaboliques et un stress oxydatif
évident (BOUANANE et al, 2009).

L’ homme évolue dans un écosystéme pollué par des substances dites obésogenes, les
études épidémiologiques montrent le lien entre I’ exposition aux polluants et IMC ou d’ autres
perturbations du tissu adipeux blanc (TAB). Un certain nombre de pesticides mais également
les phtalates présents dans les matieres plastiques des contenants alimentaires sont des
perturbateurs endocriniens qui S accumulent dans le tissu adipeux (TA) au fil du temps. Les
études in vivo et in vitro demontrent que ces perturbateurs endocriniens ont un impact sur le
métabolisme glucido-lipidique (JOFFIN, 2015).

» Facteursgénétiques

Lors de la découverte du géne de la leptine dans les années 1990, I” hypothese d une
origine génétique de I’ obésité a été largement développée. Une mutation sur le géne de la
leptine ou sur celui de son récepteur provoque en effet chez les souris porteuses de ces
mutations une obésité constitutive. Chez I’Homme, il est apparu que ces mutations conduisant
a une obésité sévere ne concernaient gu’'un trés faible nombre de famille: seulement 3
mutations, touchant une dizaine de personnes, sont connues pour étre impliquées dans une
prise de poids excessive (MAZEN et al, 2009). D’ autres genes impliqués dans des formes
monogéniques d' obésité ont également été découvertes : des mutations sur les génes codant la
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pro hormone convertase (impliquée dans la conversion de la pro insuline en insuline) ou la
pro opioméanocortine (POMC) conduisent ainsi a une prise alimentaire excessive. La
proté¢ine POMC est le précurseur de I’a-melanocyte stimulating hormone, un neuropeptide
réduisant la prise alimentaire en agissant sur les récepteurs a la mélanocortine 3 et 4 (MC3R
et MC4R) présents dans I” hypothalamus. Les mutations sur |e géne codant |e récepteur MC4R
représentent quant a elles une forme plus fréguente d'obésité monogénique, puisqu’eles
concerneraient 1 a6 % des individus obeses (BELL et al, 2005). Enfin, quelques cas d’ obésité
dus a une mutation sur le géne du récepteur a la cholécystokinine, impliqué dans le signal de
satiété, ont également été décrits (PANCHAL et al, 2011). Cependant, méme si les preuves
d’ une forte influence de la génétique sont nombreuses, la mise en évidence des facteurs
génétiques impliqués dans une maladie multifactorielle telle que I’ obésité reste difficile.

2.4, Epidémiologie

L’ augmentation de la prévalence du surpoids et de I’ obésité est un probléme de santé
mondiale. En effet, 3,4 millions meurent chague année a cause de leurs surpoids ou obésité
(ANONYME 2). Une analyse des études épidémiologiques de 183 pays a permis d estimer a
2,1 milliards le nombre d’ adultes en surpoids et obéses dans e monde, soit une augmentation
de 27,5% de la prévaence entre 1980 et 2013 (ANONY ME 3). Une étude des Centres pour le
controle et la prévention des maladies (CDC : Centers for Disease Control and Prevention a
estimé que la proportion d' obéses pourrait atteindre 42% d’ici 2030, soit une augmentation de
33% de laprévalence (FINKELSTEIN et al, 2012)

2.5. Maladies associées a |'obésité

II'y a plusieurs problémes sanitaires associés a |'obésité comme le diabéte de type 2,
les maladies cardiovasculaires et |'hypertension, les maadies respiratoires (le syndrome
d'apnée du sommeil), Certains cancers et |'ostéo-arthrite (LEAN, 2000).

2.5.1. Hypertension artérielle (HTA)

La progression de I'obésité dans le monde est en grande partie responsable de
I'hypertension artérielle (HTA) plus fréguemment associée a cette condition (PATHAK et al,
2007). Le risque dHTA est plus de 5 fois supérieure chez les sujets obéses que chez ceux
ayant un poids normal (WOLF et al, 1997). Les mécanismes responsables de cette
hypertension artérielle sont multiples mais tous concourent & augmenter soit les résistances
vasculaires périphériques, soit directement le débit cardiaque (PATHAK et al, 2007), car une
augmentation du volume sanguin associée a l'augmentation de la masse corporelle, est en
réponse a l'augmentation de la viscosité sanguine. Cette derniére est elleméme due a la
libération de profibrinogéne et d'inhibiteur de |'activateur du plasminogene par les adipocytes
(SKURK et HAUNER, 2004). La découverte des capacités sécrétoires de I'adipocyte
souligne le role actif du tissu adipeux viscéra dans la genese de I'HTA. La leptine mais
également |’ adiponectine jouent un réle dans ce sens.

2.5.2. Diabéte sucré

Le diabéte de type 2 (DT2) (qui se développe habituellement al'ége adulte) ou diabete
non insulinodépendant, est celui qui a les liens les plus étroits avec |'obésité et la surcharge
pondérale. En effet, |e risque de contracter un diabéte de type 2 séléve avec I'|MC, d§a bien
en dessous des valeurs correspondant a I'obésité (IMC de 30) (PARILLO, 2004). En effet,
GUILHERME et al, (2008), rapportent que l'insulinorésistance dans le tissu adipeux, le
muscle squelettique et le foie précéde le développement du DT2. Ainsi, |’apparition de
I'insulinorésistance et de DT2 est quasiment sire lorsque I'IMC est > 40 kg/m2
(ANDERSON et al, 2003).

)
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2.6. Physiopathologie de I’ obésité

La gestion de la quantité d'énergie que nous ingérons impligue plusieurs mécanismes
et des réseaux qui relient le cerveau a l'intestin, ce processus étant la clé de la régulation du
poids corporel au cours du temps, ainsi que la modification des comportements alimentaires a
long terme. L'obésité est caractérisée par une augmentation du tissu adipeux sous-cutané. Ses
conséquences métaboliques, telles que la résistance a l'insuline, sont principalement dues a
une augmentation des dépbts de graisse sur des sites tels que le foie et les muscles
squelettiques (KLEIN, 2010).

D'un point de vue pratique, il n'y a que deux facons de contrdler le poids d’ un individu

I’apport aimentaire et la quantité dactivité physique. Du point de vue de la
thermodynamique, les changements de poids sont la résultante de la balance énergétique : le
gain de poids se produit lorsgque |'apport énergétique est supérieur a la dépense énergétique, et
la perte de poids se produit lorsque la dépense d'énergie est supérieure a l'apport énergétique.
L'énergie est dépensée par trois voies principales :

1) le taux métabolique au repos (RMR: the Resting Metabolic Rate), qui est I'énergie
dépenseée pour exercer des fonctions corporelles au repos, incluant la réparation et la
maintenance des cellules et des tissus, le maintien de la fréguence cardiaque, une température
constante du corps, et d'autres processus physiologiques nécessaires au maintien d'un milieu
environnemental et hormonal interne constant.

2) l'effet thermique des aliments, ce qui correspond a I'exces de chaleur géenérée quand la
nourriture est consommeée, digérée et absorbée,

3) l'activité physique, qui est variable et la seule composante de la dépense énergétique qui
est soumise aun contréle volontaire (LOWELL, 1993).

La composante |a plus importante de la dépense d'énergie est le RMR, qui représente
généralement 60-70% de la dépense énergétique quotidienne totale (TEE : the Total Energy
Expenditure) (RAVUSSIN et al, 1986). L'effet thermique des aliments représente environ 10
% de la TEE. La dépense énergétique liée a I'activité physique dépend de la quantité et de la
nature de I'activité physique. Chez une personne tres active, |I'énergie dépensée par I'activité
physique peut atteindre 40 % de la TEE, mais elle peut étre a seulement 10 % de la TEE chez
un individu sédentaire.

On sait aujourd’ hui que I'un des composants clé qui contrdle la balance énergétique
est I’hypothalamus. Cette découverte date de la fin du 19e siecle avec la description du
syndrome de Fréhlich caractérisé par des tumeurs pituitaires associées a un hypogonadisme et
une accumulation sous-cutanée excessive de graisse (ANONYME 4; ANONYME
5).Toutefois, on ne savait pas s ce syndrome était di a la glande pituitaire ou a cause de
dommages sur |'hypothaamus. Plus tard, HETHERINGTON e RANSON (1940)
démontrérent chez le rat que la destruction de I’ hypothalamus médial sans dommage de la
glande pituitaire causait une obésité morbide et des déreglements neuroendocrines similaires a
ceux du syndrome de Frohlich. Si le role de I’ hypothalamus était alors bien établi, on ne
connaissait pas les mécanismes moléculaires sous-jacents qui impliquaient un dialogue avec
le tissu adipeux. Il faut attendre 1950 pour découvrir des mutations récessives ob et db qui
rendent les souris hyperphagiques et obeses morbides (INGALLS et al, 1950). Les genes ob
et db ont éé clonés vers le milieu des années 90 (LEE et al, 1992). L’ hormone issue du gene
ob a été appelée leptine, qui vient du grec leptos signifiant mince, car son injection conduit la
souris a un état cachectique (amaigrissement extréme) (CAMPFIELD, 1995). De la méme
facon, le clonage du gene agouti issu des souris jaune agouti a conduit a la caractérisation du
systéme de la méanocortine centrae (HUSZAR et al, 1997).

L'obésité survient a la suite d'un déséquilibre entre I’ apport et la dépense énergétique
régulés par un axe composé du cerveau, des intestins et du tissu adipeux (figure 9). De
nombreuses informations sont dga disponibles concernant les genes, les peptides, les
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neurotransmetteurs et les récepteurs dans I'hypothalamus et les régions voisines qui régulent
I'appétit et le poids corporel. Le neuropeptide principal qui augmente I'appétit est le
neuropeptide Y (NPY). Les autres neuropeptides augmentant |’ appétit sont |’ orexine A et B,
I’agouti related peptide (AgRP) et I'hormone qui concentre la mélanine (MCH). Les
neuropeptides qui diminuent |’ appétit sont les dérivées de la pro-opioméanocortine (POMC)
qui agissent sur le récepteur MC4, le peptide CART, la corticolibérine (CRH), le prolactin
releasing peptide (PrRP), la mélanocortine alpha (a-MSH), la sérotonine (SHT) et le récepteur
alaleptine (LEPR).

Behavioral Outputs

3

Hypothalamus

Figure 9: Régulation dela balance énergétique (MELMED et al, 2012).

Il'y a 4 hypotheses principales concernant les mécanismes afférents impliqués dans la
régulation de |'appétit.

Selon I’ hypothese lipostatique, le tissu adipeux produit un signal hormona qui est
proportionnel a la quantité de graisse et qui agit sur I'hypothalamus pour diminuer la prise
alimentaire et augmenter la dépense énergétique (KENNEDY, 1953). Cette hypothese est
appuyée par le fait que le tissu adipeux blanc libére la leptine et la résistine qui diminuent
I'appétit. La condition inflammatoire de I'organisme due a I’ obésité serait aussi liée a cette
hypothese. Par exemple, lalibération d'adiponectine et d adipocytokines tels que le facteur de
nécrose tumorale et l'interleukine-6 augmentent aussi I'appétit. Le tissu adipeux brun libére
¢galement le PPAR-y (récepteur nucléaire de I’adipogenése) et la thermogénine (UCP-1,
protéine de découplage mitochondriale) qui induisent une augmentation du métabolisme et
donc de laréduction du poids.

L’ hypothése gastro-intestina met en jeu certaines hormones du systéme digestif
comme la bombésine (GRP: gastro releasing peptide) sécrétée par I'estomac. On peut
également citer le glucagon et la somatostatine sécrétés par le pancréas qui diminuent |’ appétit
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et contrélent le poids, les peptides CCK (cholécystokining) et le PYY sécrétés par |’intestin
et le colon qui sont aussi responsables de la régulation de I’ appétit et du poids (MELMED et
al, 2012). L’implication de la flore intestinale, pres de 2000 especes de bactéries vivent dans
le tractus digestif de I’ é&re humain, soient environ 10'? & 10'* bactéries qui composent laflore
intestinale. Des études récentes montrent |’implication que pourrait avoir la flore intestinale
dans le développement de I'obésité. La fermentation bactérienne modifie le rendement
energétigue des aliments, puisqu’ elle permet la décomposition des glucides non digestibles et
des fibres alimentaires en gaz et en acides carboxyliques a chaine courte absorbables par les
muqueuses. Les souris axéniques (exemptes de germes) sont protégées de I’ obésité par
rapport aux souris colonisées avec une flore intestinale ala naissance (BACKHED, 2004).

L’ hypothese glucostatique concernant la notion de détection du glucose dans le
cerveau a été mise en lumiére avec la découverte des neurones sensibles au glucose dans
I'hypothalamus, y compris les neurones exprimant le NPY et la POMC dans le noyau arqué,
qui sont également sensibles ala leptine, al'insuline et & d'autres neuropeptides (MARTY et
al, 2007). Il a été emis I'hypothése que le glucose, I'insuline et la leptine agissent dans ces
neurones par l'intermédiaire de la glucokinase et de la PI3-kinase afin de stimuler le
meétabolisme du glucose intracellulaire, qui fournit de I'ATP et a son tour réduit I'activité de
I’AMPK et laprise aimentaire (LEVIN et al, 2006).

L’ hypothese thermostatique postule que la chute de la température corporelle en
dessous d'un certain point stimule I'appétit et au-dessus de ce méme point |'inhibe
(BROBECK ,1948) Cette hypothese en I’ état est abandonnée.

2.7. Traitements

Notre connaissance des mécanismes moléculaires participant au maintien de
I’ équilibre énergétique s enrichit d’ une année en année, offrant un nombre croissant de cibles
thérapeutiques potentiellement intéressantes pour le traitement de I’ obésité.

2.7.1. L’ approche comportementale

Que ce soit pour la perte de poids ou pour prévenir le gain de poids ou son regain, la
thérapie comportementale est une approche primaire dintervention de I'obésité. En effet, le
National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) recommande comme premier traitement
de I’obésité un programme composé de régime alimentaire, d'exercice et de thérapie
comportementale (ANONY ME 6).

Le traitement comportemental est un ensemble de plusieurs composantes destiné a
faciliter les changements d' alimentation et d'activité physique. Ces procédures ont été décrites
dans les manuels de traitement détaillés, tels que le programme pour la gestion du poids
LEARN (ANONYME 7) et le programme de prévention du diabéte DPP (ANONYME 8)
Les composantes de ce traitement sont |'auto surveillance (apport alimentaire, activité
physique et suivi du poids), le contréle du stimulus via le conditionnement classique et
opérant (par exemple en dissociant I’action de manger et regarder la télé), la résolution des
problémes (comprendre les chaines d’événements qui conduisent a trop manger ou a peu
d activité physique), la restructuration cognitive (éviter les baisses de mora dues a un seul
exces alimentaire), et la prévention des rechutes (anticiper les périodes a risque telles que les
vacances ou au contraire les périodes de stress au travail).

D’ une fagon générale, |es patients ayant recu la thérapie comportementale ont perdu en
moyenne environ 10% de leur poids initial (I'équivalent de 10 kg) avec en moyenne 30
semaines de traitement.

2.7.2. Lachirurgiebariatrique

Une modification du mode de vie sous la forme d'un régime hypocalorique peut étre

tres efficace pour la perte de poids, mais 80-90% de la population ne parvient pas a maintenir
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la perte de poids a long terme en raison de processus de compensation (MACLEAN et al,
2011). Lachirurgie bariatrique (diminution de lataille de I’ éstomac) reste le traitement le plus
efficace pour la perte de poids et son maintien along terme chez les obéses morbides.

2.7.3. Phar macothérapie

Compte tenu de I'échec de I’ approche comportementale et les limites de la chirurgie
bariatrique, I'utilisation de meédicaments anti-obésité comme traitement d'appoint dans le
traitement de I'obésité reste essentielle. L'objectif est de développer un schéma thérapeutique
sr et efficace, en combinaison avec une meilleure alimentation et de |'exercice, pour atteindre
une réduction significative et durable du poids corporel et de profiter des avantages qui en
découlent. Un médicament pour la perte de poids doit ére compatible avec le profil d'un
patient obese pour étre vraiment significatif en termes d'efficacité, de sécurité et de durabilité.
En effet, la population obese est tres hétérogene, avec des variations de degré et de durée de la
surcharge pondérale, d'age et des co morbidités associées.

Aujourd hui, un seul médicament, I'orlistat, a été approuvé par |I’agence Ameéricaine
des médicaments et des produits alimentaires (FDA) (Food and Drug Administration) et
I'Agence européenne des médicaments (EMA) pour la gestion du poids. L’ orlistat inhibe les
lipases gastro-intestinales, réduisant I'absorption des graisses. Malgré son statut approuvé,
l'orlistat a eu un certain nombre d’ effets indésirables, incluant I'hépato toxicité, la néphro
toxicité, la pancréatite, et apparition des calculs rénaux (KIM et al, 2013).

Une variété de produits naturels, y compris des extraits bruts et les composés isolés a
partir de plantes, peuvent réduire le poids corporel et prévenir I'obésité induite par
['dimentation. Ces derniéres années, de nombreuses études ont mis l'accent sur la
biodisponibilité des composes phénoliques dans la prévention et |e traitement de |'obésité.
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[11. Effets des polyphénols sur I’ obésité

La plupart des études effectuées sur des lignées cdllulaires murines telles que 3T3-L1
et dans les tissus des animaux de laboratoire montrent que les polyphénols peuvent induire
une lipolyse, la réduction de la masse de tissu adipeux en inhibant la prolifération des
adipocytes et méme induire leur apoptose, ains que l'inhibition de I'absorption des
triglycérides alimentaires par inhibition de la lipase pancréatique. Ces mécanismes indiquent
des propriétés anti-obésité potentiels qui se prétent a des tests dans les études cliniques
humaines (WILLIAMS et al, 2013).

3.1. Effets des polyphénols sur la lipase pancréatique

La lipase est I'enzyme la plus importante pour la digestion efficace des triglycérides.
Des études montrent que les polyphénols peuvent inhiber la lipase pancréatique (LP) ce qui
influence sur la digestion et I'apport énergétique des graisses (figure 10) (SHI et al, 2014).

Ainsl, les flavonoides ont la capacité de diminuer |'absorption des lipides en inhibant
I'activité de la lipase pancréatique. 1ls peuvent agir directement sur le site de I'enzyme active
ou, indirectement, par I'augmentation de la taille des gouttel ettes lipidiques (triglycérides), ce
qui réduit I'accessibilité du substrat al’enzyme. Les flavonols du thé vert ainsi que les tannins
condensés ou hydrolysables sont des inhibiteurs de la lipase pancréatique, voire méme de la
lipase gastrique. Cet effet est susceptible de limiter I’ absorption intestinale des triglycérides et
de contribuer ainsi a la baisse de la lipémie postprandiale. L’inhibition des protéases
digestives par les proanthocyanidines peut étre considérée comme un effet antinutritionnel
mais aussi comme favorisant la prolongation de |'état de satiété (raentissement de la
digestion), contribuant ainsi a la diminution de la prise alimentaire et par la méme a la lutte
contre I’ obésité (FARDET et al, 2013).

L es proanthocyanidines oligomériques de la pomme se sont révél és étre les principaux
composants actifs responsables de I'inhibition de la lipase pancréatique in vitro et pour la
prévention de I'absorption des triglycérides chez les étres humains et dans des modéles de
souris (SUGIYAMA et al, 2007).

Il semble également probable que les composantes des proanthocyanidines présentes
dans les extraits d'airelle sont responsables de I’ inhibition de la lipase (MCDOUGALL et al,
2009).

MOHAMED, (2014) rapporte aussi que I'extrait de grenade (ellagique et acides
tanniques) et les polyphénols (théaflavines, théaflavine 3-O-gallate de théaflavine 3-O-gallate
de théaflavine 3,3'-O-gallate, épigallocatéchine gallate, le gallate d'épicatéchine, la catéchine,
2 glycosides de quercétine, de I'acide quinique, |'acide gallique et de la caféine) du thé noir
(Camellia sinensis) inhibe la lipase pancréatique.
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Figure 10 : Effets des polyphénols sur lalipase pancréatique.

Selon RAHUL et al, (2007), I’ extrait de pépins de raisin (Grape Seed extract (GSE))
qui est riche en composés phénoliques, présente une activité inhibitrice sur la lipase
pancréatique, ce qui suggére quil peut étre utile en tant que traitement pour limiter
I'absorption des graisses alimentaires et I'accumulation de graisses dans le tissu adipeux. En
outre, I'effet de GSE sur la lipase peut étre provoqué par I'action synergique de plusieurs
composeés dans I'extrait, a savoir, les flavonoides, les procyanidines et leurs métabolites anti-
oxydants, plutét que par un seul compose.

Le thé Blend (un mélange de différentes variétés de thé) ou I'extrait de feuilles de
Nelumbo nucifera (Nelumbo nucifera extract (NNE)) a récemment été utilisé pour traiter
I'obésité en Chine. Les extraits de ces feuilles inhibent la lipase pancréatique et I'activité
inhibitrice a été attribuée a ses composés phénoliques. Aussi, les racines et les tiges de la
plante Salacia reticulata ont été utilisées en tant que nourriture supplémentaire au Japon pour
prévenir |'obésité et le diabéte. L'extrait de I'eau chaude de S. reticulata (Salacia reticulata hot
water extract (SRHW)) contient une concentration €élevée de polyphénols (24%), la
mangiférine, les catéchines et | es tannins condenses et ont été considérés comme responsables
deI’inhibition de la lipase pancréatiques. L’extrait de la coquille d'arachide contient plusieurs
composees phénoliques tels que: lutéoline, les acides féruliques, caféique et I'acide
benzoique, les dérivés de la coumarine, ces derniers possédant une activité inhibitrice de la
lipase. Les extraits des feuilles de la mangue et |'écorce de la tige possédaient une variété des
polyphénols, tels que les acides phénoliques, les esters phénoliques, flavanes-3-ols et
mangiférine. Ces extraits se sont aussi révelés étre des inhibiteurs puissants de lalipase.

Différents types de thé (par exemple, le thé vert, oolong, et le thé noir) sont les plus
largement étudiés en tant qu’inhibiteurs de lipase. Divers polyphénols (par exemple, la L-
épicatéchine, le gallate d'épicatéchine (ECG), épigallocatéchine (EGC) et le gallate
d'épigallocatéchine (EGCG)) ont été isolés a partir de feuilles de thé ont montré une forte
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activité inhibitrice contre la lipase pancréatique (Figure 11) (MOHAMED et al, 2014;
BALAJI et al, 2015).

Selon SERGENT et al, (2012) les extraits riches en polyphénols a partir des baies,
pommes, et Gnetum gnemon, ont été signalés comme inhibiteurs de la lipase pancréatique
dans des expériencesin vitro. Les polyphénols tels que les proanthocyanidines ou ellagitanins,
ou dtilbénoides (gnetin), ont été considérés comme les principaux ingrédients actifs.
Cependant, le mécanisme d'inhibition de ces substances sur la LP reste incertain. Il a été
généralement attribué ala capacité des tanins alier, complexer et précipiter les protéines.

Lethé vert (EGCG)

[ Inhibition dela lipase ]

'

L O=xydation des graisses ﬁ‘ dépenses énergétiques ﬂ

Appetit a I"absorption des nutriments u ‘

!

‘ n‘ Perte de poidsu graisses corporelle graisse abdominal u ‘

Figure 11. mécanismes anti-obésités proposés du thé vert (MOHAMED et al, 2014)
3.2. Effetsdespolyphénolssur |’adipogenese

L'obésité peut étre due a une augmentation du nombre d'adipocytes dans le tissu
adipeux (hyperplasie), ou a une augmentation de la taille des adipocytes (Hypertrophie) ou les
deux alafois. Plusieurs études dans la littérature se sont focalisées sur I'effet potentiel anti-
adipocytaire des polyphénols (figurel2). La grande magjorité de ces études ont été réalisees
dans les cellules préadipocytes 3T3-L1, mais dautres types dadipocytes (les cellules
adipocytes matures 3T3-L 1) ont également été utilisés (AGUIRRE et al, 2014).

Plusieurs études ont montré que le resvératrol inhibe plutdt que renforce la
différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1. Ainsi, a 35-50 uM, qui sont des doses
relativement éevées, la différenciation des préadipocytes est inhibée, ce qui diminue la
prolifération adipocytaire (WANG et al, 2014 ; WANG et al, 2015).

En effet, AGUIRRE et al, (2014), rapportent que le resvératrol inhibe le C / EBPI3, un
facteur de la régulation précoce de l'adipogenese. En outre, l'expression de C / EBPa et
PPARYy, nécessaire pour induire des changements dans la forme des cellules dun
fibroblastique a une forme sphérique, est également réduite par ce polyphénol.

Selon FURUYASHIKI et al, (2004), la catéchine supprime le début et le milieu des
stades de la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes, et cette suppression est due a
une baisse de la régulation de PPARY 2 et C / EBPa. Cette étude suggére que I’ingestion de
thé vert contenant des catéchines peut empécher I'obésité grace a la suppression de la
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différenciation adipocytaire sans risques mortels tels que la cytotoxicité et la réduction de la
sensibilité al'insuline.

D'autre part, DULUC et al, (2012) suggerent que I’ EGCG inhibe la différenciation des
adipocytes en réduisant 1’expression de 1'ARNm de PPARy, C / EBPa. En outre, la
suppression de I'adipogenéese par I'EGCG a été montrée pour étre associée a l'activation de
'"AMPK.

Une autre éude rapportée par EJAZ et al, (2009) suggére que la curcumine
alimentaire supprime I'expression des facteurs de la transcription de I’ adipogénése et la
lipogenese PPARYy et C / EBPa dans le tissu adipeux sous-cutané. Ainsi, elle a contribué a une
adiposité plus faible et un gain de poids plus faible chez les souris. En effet, I'inhibition
transcriptionnelle des protéines impliquées dans |’ adipogenese pourrait expliquer la réduction
du tissu adipeux chez les souris C57/BL recevant du curcumin (LECERF, 2012).

La quercétine a égdement é&é démontrée pour supprimer la différenciation
adipocytaire par une baisse de la régulation des facteurs PPARy, C / EBPa, et I'activation de
I'AMPK a également été rapportée. Aussi, la genistéine isoflavone est également apte a
inhiber la différenciation des adipocytes par une diminution de I’expression de C / EBPa, C /
EBPf et PPARy (DULUC et al, 2012).

Une étude réalisée par SUZUKI et al, (2011) dans des cultures de tissus prélevées sur
des souris montre que les polyphénols de myrtille, en particulier les anthocyanes entrainent
une suppression dose-dépendante de la différenciation adipocytaire. Ainsi, lateneur en lipides
mesurée dans le groupe témoin était significativement supérieure a celles des groupes qui
avaient recus 3 doses de polyphénols de myrtille. La dose la plus élevées aboutit a une
diminution de 73% des lipides, la plus faible dose a une diminution de 27%.

Les polyvphénols alimentaires

Les facteurs de transcriptions
(C /EBPu [B. PPARY)

l

Empéche I'adipogenése

Le poids corporel u

Obésité u

Figure 12: Modéele proposé pour le mécanisme d’inhibition des polyphénols alimentaires
sur |’adipogenése.

Selon CHANG et al, (2015), les feuilles de mUrier contiennent plusieurs composes
phénoliques majeurs, tels que la quercétine, I'acide caféque, |” hydroxyflavin et | hespérétine.
En outre, ces quatre composés principaux réduisent la différenciation et induisent I'apoptose
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dans les préadipocytes 3T3-L1. D'autre part, les feuilles de mdrier peuvent ére un aliment
fonctionnel pour réduire le risque d'obésité et les troubles métaboliques liés a |'obésité
(Tableau 1V). En effet, leurs polyphénols exercent un effet anti- adipogénique en inhibant
'expression des facteurs de transcription PPARy et SREBP-1 et ainsi inhibant leurs cibles
FAS et ACC, enzymes intervenant dans lalipogenése (figure 13)

Une autre éude menée par WILLIAMS et al, (2013) a montré un effet anti-
adipocytaire de la flavone, la lutéoline par une diminution de I'accumulation des lipides et de
I'inhibition de la différenciation, une étude antérieure a montré que I'addition d'une flavone,
['apigénine induit une lipolyse dans des adipocytes de rat.

BABOOTA et al, (2013), rapportent qu’un traitement combiné avec la génistéine, la
guercétine et le resvératrol a montré une inhibition supérieure de I'adipogenéese dans les
adipocytes primaires humains et dans les adipocytes murins 3T3-L1 que les molécules
individuelles.

D’autres éudes montrent que les procyanidines inhibent I'adipogenese dans les
adipocytes, les effets anti-obésité de ces polyphénols pourraient étre expliqués par des effets
combinés, y compris l'inhibition de I’ action de la lipase et d'autres activités (KIMURA et al,
2011).

Tableau VI : Effets des composées phénoliques des feuilles de marier sur I’obésité
(CHANG et al, 2015).

Composee phénoliques des feuilles de mdrier | effets

Diminution de poids corporel

Favorise lalipolyse hépatique

L’ acide cafféique Régulation du métabolisme lipidique
Inhibition de la différenciation d'adipocyte

Amélioration des profils lipidiques
Quercétine Diminution de poids corporel
Régulation du métabolisme lipidique

Amélioration des profils lipidiques
Hesperetin Diminution de poids corporel
Régulation du métabolisme lipidique

Rutine Régulation du métabolisme lipidique

F
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Figure 13: les mécanismes d’inhibition des polyphénols des feuilles de mdrier sur la
différenciation des adipocytes. SREBPL: Sterol regulatory element binding proteinl,
SREBP2: Sterol regulatory element binding protein2, FAS: Acide gras synthase (fatty
acid synthase), HMGCR: Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase, TG: Triglycerides,
TC: Cholestérol total (CHANG et al, 2015).

3.3. Effetsdes polyphénols sur |’angiogenese

La curcumine a la capacité d'inhiber I’ angiogenése dans le tissu adipeux, diminuer la
différenciation des pré-adipocytes, et de réduire I’accumulation de lipides dans les adipocytes
et le foie. Une éude in vitro montre que la supplémentation d’ un régime aimentaire trés riche
en matieres grasse avec la curcumine pendant 12 semaines réduit la densité des micro
vaisseaux dans le tissu adipeux chez les souris avec la réduction du (VEGF, vascular
endothelium growth factor) et (VEGFR2, récepteur), deux facteurs importants dans la
progression de I’ angiogenése, donc la curcumine a la capacité de supprimer les facteurs de
croissances ce qui contribuent au gain inférieur de poids corporel et la diminution de graisse
corporelles totales de la souris traitée (EJAZ et al, 2009).

3.4. Effets des polyphénols sur |’ apoptose

Des études de WILLIAMS et al, (2013) se sont intéressees a l'effet inhibiteur des
acides phénoliques alimentaires sur les pré-adipocytes chez la souris. Les acides
chlorogénique, coumarique et galligue ont provoqué une inhibition significative de la
croissance des cellules, ains qu'une augmentation du nombre de cellules apoptotiques.
MARTA et ARANTXA (2011) e¢ WANG et al (2014) ont rapporté également que le
resvératrol et la Quercétine induisent I'apoptose dans les adipocytes et les préadipocytes, ils
diminuent leur prolifération et provoquent I'arrét du cycle cellulaire.

3.5. Effets des polyphénols sur le métabolisme lipidique

Chez des souris ayant une obésité induite par un régime hyper lipidique, une
supplémentation en curcumin a 500 mg/kg augmente le métabolisme de base et peut donc
accroitre les dépenses énergétiques. Le curcumin augmente |'activité de I’AMP-Kinase
(AMPK) et I’ACC (Acétyl CoA Carboylase) par une augmentation de leur phosphorylation,
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cela se traduit par la suppression de la conversion de |'acétyl CoA en malonyl CoA. Un
niveau inférieur de ce dernier (malonyl CoA) augmente I’ expression de la carnitine pamitoyl
transférase-1 (CPT-1) qui augmente |’oxydation des acides gras. La phosphorylation de
'AMPK supprime égadement [|'expresson de la GPAT-1 (glycerol-3-phosphate
acyltransferase-1) qui se traduit par une estérification réduite des acides gras (Figure 14)
(EJAZ et al, 2009 ; LECERF, 2012).

Chez les rongeurs, le curcumin exerce des effets hypolipémiants : chez des hamsters
recevant un régime hyper lipidique, le curcumin abaisse les taux des triglycérides et des
acides gras libres plasmatiques. Chez des rats recevant un régime hyper lipidique, le curcumin
réduit le taux des triglycérides des VLDL. Aussi, |’adjonction de curcumin ala nourriture de
la souris entraine une réduction des triglycérides hépatiques (LECERF, 2012).

Curcumin esterification d’acides gras.
PPARy, l GPAT-1
C /EBPu K P-AMPK{} .
Acétvl CoA ﬂ. Fattv Acvl CoA
fo-acc —— l /, crr-1ft l
uMalunyl CoA ﬁﬂ}wdatian des acides gras

Figure 14 : modéle proposé pour I’ effet dela curcumine sur le métabolisme
énergétique deslipides (EJAZ et al. 2009).

MOHAMED (2014) rapporte que les polyphénols du café (acides mono- ou di-
caffeoyl quinique) améliorent e métabolisme énergétique et réduit I'accumulation de graisse
dans le foie. En effet, ils inhibent la lipogenese par une régulation négative de Sterol
regulatory element-binding protein (SREBP-1c), |'acétyl-CoA carboxylase-1(ACC1) et -2
(ACC2) et lastéaroyl-coenzyme A désaturase-1(SCD1).

Selon MOHAMED (2013), les anthocyanines des fraises empéchent la dyslipidémie et
le développement de I'obésité chez les mammiféres nourris avec un régime alimentaire riche
en matieres grasses. Les polyphénols des mares (acide gallique, I'acide chlorogénique, rutine
et anthocyanes) aident a prévenir I'obésité en réduisant la lipogenese hépatique. La Réglisse
(Glycyrrhiza glabra) d'huile, contiennent des flavonoides hydrophobes qui ont un effet anti-
obésité tels que la diminution du tissu adipeux abdomina et du foie et des triglycérides
plasmatiques. Les baies sauvages de I'Alaska (VVaccinium ovalifolium, Vaccinium uliginosum,
Plaguebiere, Spectabilis rubus et Empetrum nigrum) enrichies en anthocyanines et
proanthocyanidines réduisent I'accumulation des lipides dans les adipocytes et les niveaux de
glucose dans le sérum.
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FUKUCHI et al, (2008) suggerent que la supplémentation de polyphénols de citron a
['alimentation empéche |’accumulation de graisses viscé&rale et sous-cutanée, probablement
par une augmentation de I’ oxydation peroxisomal des acides gras dans | e tissu adipeux.

Les études animales rapportées par RUPASINGHE et al, (2016), montrent que la
supplémentation de naringine (3%) et de nobiletin (0,3%) avec un régime alimentaire riche en
matieres grasses induit 1’augmentation de la B-oxydation des acides gras par une régulation
positive de la production de CPT-1a (carnitine palmitoyltransferase-1a). Dans les adipocytes
matures 3T3-L1, les extraits flavonoidiques des écorces d'agrumes (riche en nobiletin,
tangérétine, rutine et hespéridine) augmentent la phosphorylation de I’AMPK et de I'ACC, la
lipolyse est égaement améliorée par la phosphorylation de la protéine kinase AMPCc-
dépendante (PKA) et |alipase hormono-sensible (HSL). Les données d'une étude similaire ont
montré que |'administration de la naringénine (un flavonoide de pamplemousse), chez le rat,
conduit a une régulation différentielle des niveaux d expression de PPAR (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor), CPT1 et la protéine découplante (UCP2). La régulation
positive de PPARa entralnant par conséquent l'augmentation des niveaux de CPT1 et
d'expression d UCP2. En outre, une autre étude a également démontré que la naringénine (1%
du régime) augmente |'oxydation des acides gras hépatiques grace a une régulation positive de
l'expression des geénes des enzymes impliquées dans la B-oxydation chez la souris dans les
PEeroxysomes.

Des études ont suggére que le traitement avec I'anthocyanine induit la phosphorylation
de I’ ACC et I'augmentation de I'oxydation des acides gras mitochondriaux par |'intermédiaire
de la régulation alostérique de la CPT-1, qui catalyse I'entrée de longue chaine acyl-CoA
dans les mitochondries dans les cellules Hep G2 (RUPASINGHE et al, 2016).

Une étude récente également rapportée par RUPASINGHE et al, (2016), montre que
chez la souris, la supplémentation de bleuet et de jus de mdriers riche en anthocyanine
intervient dans régulation de I’ expression des genes du CPT-1, ce qui indique une stimulation
induite par les anthocyanines de I'oxydation des acides gras tout en inhibant la synthése des
acides gras. En outre, les anthocyanines sont capable de réguler différentiellement divers
genes participant a 'oxydation des acides gras (par exemple PPAR-a, UCP-2, UCP-3).

Les catéchines inhibent la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) qui est responsable
de la dégradation de la noradrénaline et de stimuler ainsi la B-oxydation des acides gras
(RUPASINGHE €t al, 2016).

Les résultats d'une étude utilisant des souris obeses C57BL / 6J ont montré que
I’EGCG du thé vert a la capacité dinduire la réduction de la masse corporelle, mais a
¢galement entrainer une diminution dans les niveaux d'expression de 'ARNm de PPAR-y,
SREBP- 1c, la lipoprotéine lipase (LPL) et acide gras synthase (FAS) dans le tissu adipeux
blanc. D'autre part, les taux dARNm de la CPT-1, UCP2 et la HSL augmentent
(RUPASINGHE et al, 2016).

L'exposition au resvératrol induit une augmentation de la B-oxydation des acides gras,

en inhibant la production de malonyl-CoA (WANG et al, 2014 ; RUPASINGHE et al, 2016).

Aussi, WANG et al, (2014) e¢ MENDES €t al, (2016) rapportent que ce polyphénol diminue

eégalement la lipogénese dans les adipocytes (figure 15). En effet, dans les cellules 3T3-L1,

une dose dépendante de resveratrol (10-100 pm) diminue I’accumulation intracellulaire des

TG avec une baisse de la régulation des genes de la lipogenése, y compris la FAS, la LPL,
32
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SREBP-1c, PPAR-y, ’ACC et le SCDI1. Le resvératrol active ’AMPK phosphorylée et
ensuite inactive |'acétyl-CoA carboxylase et, par conséquent, bloque la production de
malonyl-CoA réductase, un stimulateur de lalipogéneése.

Acides gras

l ACC| o PPARY |
Acétyl-CoA
l “' Le résvératrol
Malonyl-CoA )
l FAS| o— SREBP-I:I ¥
Acyl-CoA
|

La lipogenése

Figure 15 : Mécanisme possible du resvératrel sur la lipogenése (MENDES et af, 2016).

La Génistéine, qui est l'isoflavone principal dans I'extrait de cacao, interagit
directement avec le PPAR-a et PPAR-y et fonctionne comme un activateur pour stimuler le
catabolisme des acides gras. De plus, 1'activation de PPAR-a stimule 1'expression des geénes de
la B-oxydation, y compris la CPT-1, et UCP3. L’expression de l'adiponectine augmente
également avec l'activation de PPAR-y. Enfin, les polyphénols de cacao peuvent élever les
niveaux plasmatiques d'adiponectine et également augmenter la thermogenese grace a
I'activation de la voie de 'AMPK et plus précisément via la régulation de I’'UCP qui sont
impliqués dans la facilitation de la thermogenese et |a dépense énergétique (RUPASINGHE et
al, 2016).

Selon |'étude de ALI et al, (2015), le traitement avec les polyphénols de cacao
diminue I’expression du gene NR1H3, le régulateur clé des programmes transcriptionnels
impliqués dans I’homéostasie des lipides , en plus, le traitement avec le cacao améliore la f3-

oxydation hépatique, via ’activation de la signalisation de PPARa dans le fois de souris
(figure 16).
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Les polyphénols de
cacao

[ Les génes de la lipolyse ] [ Les génes de lipogenése ]

La B-oxvdation Synthése des
des acides gras acides gras

[ Accumulation des TG u

Figure 16: Mécanisme moléculaire de |’ effet anti-obésité de polyphénols de cacao dans
lefoiedesrats (ALI et al, 2015).

En Fin une étude rapportée par RUPASINGHE et al, (2016) a évalué les effets des
extraits polyphénoliques de pépins de raisin et du vin rouge sur |'absorption des lipides
cellulaires. Ils ont supposé gue les oligomeéres procyanidines sont capables d'agir comme des
[3-cyclodextrines en favorisant la formation de complexes micellaires dans lesquels les lipides
sont sélectivement et de maniére intensive incorporés, empéchant ainsi leur absorption.

3.6. Effets des polyphenols sur letaux de cholestérol

Dans une étude récente chez des souris ayant un déficit en récepteurs aux LDL (LDL
R (-/-)) recevant un régime riche en choléstérol, le curcumin a entrainé une baisse des taux
plasmatiques de cholestérol, des triglycérides, de cholestérol- LDL en inhibant la transcription
de ’HMG CoA réductase (L 'hydroxymeéthylglutaryl-CoA réductase) qui est responsable de la
synthése endogéne de cholestérol). Le curcumin  a auss diminué |’ activité de la CETP
(Cholesterylester transfer protein) (protéine de transfert du cholésterol-HDL) et a augmenté
les taux plasmatiques de choléterol- HDL, il a inhibé également |’ acyl-CoA cholestéryl acyl
transférase (ACAT) qui est impliquée dans I’ estérification du cholestérol. Chez le hamster, il
adiminué lestaux de cholestérol hépatique et de cholestérol total (LECERF, 2012).

Selon HOMOURGER (2010), une étude a été faite chez dix volontaires, 500 mg de
curcumine ont été administrés pendant sept jours, ayant pour conséguence la baisse de la
peroxydation lipidique de 33%, |’augmentation du cholestérol-HDL de 29%, et la baisse de
12% du cholestérol total. Une autre étude a confirmé ces résultats : 10 mg de curcumine
administrés deux fois par jour pendant vingt-huit jours ont diminué le cholestérol-LDL et a
augmenté le cholestérol-HDL.
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Certaines études cliniques se sont également intéressées sur le potentiel des
polyphénols de fraises et de canneberges pour amdiorer le profil lipidique. C'est le cas de
I’étude de BASU et al, (2009) dans laquelle 16 femmes atteintes du syndrome métabolique
devaient consommer chagque jour pour une durée de 4 semaines un breuvage contenant 25g de
fraises en poudre. Comparativement aux valeurs de départ, les concentrations plasmatiques de
cholestérol total et de cholestérol-LDL en fin d’ étude étaient réduites d’ en moyenne de 5% et
de 6% respectivement. Des résultats similaires concernant ces parametres ont été obtenus par
la consommation de 1,59 d’ extraits de canneberges par jour dans I’ é&tude de LEE et al, (2008).

D’autres travaux ont indiqué que les polyphénols des feuilles de marier réduisent le
taux de cholestérol. En effet, dans une étude clinique en Thailande, environ 20 participants
dyslipidémiques ont regu trois comprimés de 280 mg de poudre de feuilles de mlrier troisfois
par jour avant les repas pendant 12 semaines. Il a été conclu que la poudre de feuilles de
mdrier pourrait réduire lestaux du cholestérol total (TC) sérique, des triglycéride(TG), et les
niveaux de LDL chez les patients présentant une dyslipidémie |égere sans provoquer de
réactions indésirables graves et |es effets secondaires mineurs (CHANG et al, 2015).

D’ autres études ont déemontré que les polyphénols de mdrier (les flavonoides) ont une
activité antioxydante contre les LDL in vitro et in vivo, ils peuvent inhiber la synthése des TG
et du cholestérol (WU et al, 2013).

UCHIYAMA et al, (2010) rapportent aussi que le thé noir induit une réduction du taux
de cholestérol sérique chez les rats et chez les hamsters nourris avec un régime riche en
cholestérol.

3.7. Effets des polyphénols sur le poids cor por el

Chez des rats et des souris génétiquement obeses (ob/ob), le curcumin induit une perte
de poids et une augmentation de la masse maigre (LECERF, 2012).

Une étude rapportée par HUANG et al, (2009) montre que méme en présence d'une
alimentation riche en gras et en sucre, |'extrait de pomme de terre permet de limiter la prise de
poids. Considérée comme un féculent et populairement connue pour sa teneur en glucides, la
pomme de terre fait I'objet de nombreuses études en matiére de nutrition. Cette derniére
recherche réalisée sur des souris, sest intéressee aux effets des polyphénols sur le poids. Les
souris ont recu une aimentation riche en graisse pendant 10 semaines dont une partie a
bénéficié d'un peu d'extrait de pommes de terre. Les rongeurs ont grossi de 16 grammes sauf
ceux ayant consommeé des polyphénols qui n‘'ont grossi que de 7 grammes.

D’autres études montrent que le thé vert et ses catéchines, en particulier I'EGCG,
permet de réduire le poids corporelle, ainsi que le tissu adipeux (HUANG et al, 2009).

D'autres rapports ont mis en évidence la possibilité que les anthocyanes alimentaires
pourraient réguler la fonction des adipocytes ou réduire le gain de poids et |'obésité chez les
modeles de souris (MCDOUGALL et al, 2009).

Une étude récente a évalué les effets de I’ acide férulique sur le métabolisme lipidique
des souris. Cet acide phénolique alimentaire supprima le gain de poids da a |'aimentation
riche en graisses et inhibe la biosynthese des acides gras (WILLIAMS et al, 2013).
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Des études renforcent davantage la capacité du resvératrol pour améliorer la dépense
énergétigue et potentiellement favoriser la perte de poids (RUPASINGHEet al, 2016).

Selon RASTMANESH (2011), il est prouvé que I'apport quotidien pendant 10 ou 12
semaines de certains fruits (riche en polyphénols) tels que trois pommes ou trois poires, ou de
pamplemousse (comme le pamplemousse frais ou de jus de pamplemousse ou de
pamplemousse en capsule), peut réduire de maniere significative le poids corporel chez les
personnes en surpoids et obeses indépendamment de la quantité de fibres du fruit.
L'administration a long terme (12 semaines) de catéchines de thé dans une dose de 400-700
mg / jour pour les sujets asiatiques réduit la graisse corporelle. Une étude a démontré que la
consommation quotidienne de thé 340 ml contenant 576 mg de catéchines pendant 24
semaines réduit le rapport de graisse corporelle le tour de taille par rapport au groupe témoin,
qui avait une consommation quotidienne de 340 ml de thé avec 75 mg de catéchines.




Conclusion

Conclusion

L’'obésité et les facteurs de risques associés, sont devenus une préoccupation
importante de la santé publique dans les pays développés ains que dans les pays en voie de
dével oppement.

De cefait, des actions d’ intervention sont nécessaires pour permettre aux personnes en
surcharge pondérale ou obeses de retrouver un poids et des paramétres métaboliques leur
permettant d éviter les complications medicales, sociales et psychologiques auxquelles ils
sont exposés.

Au cours des 30 derniéres années, peu de traitement d'obésité par le biais des
meédicaments ont été élaborés ou approuvés. Seuls deux médicaments sont actuellement
disponibles, et certains médicaments ont été retirés du marché en raison de graves effets
secondaires.

Selon notre étude bibliographique, nous avons constaté que les polyphénols réduisent
le poids corporel et jouent un réle important dans la diminution des parametres biochimiques
tels que le cholestérol et les triglycérides. Ils agissent par différents mécanismes pour inhiber
I'obésité comme la modulation des voies physiologiques et moléculaires impliqués dans le
métabolisme énergétique, I'inhibition de |'adipogenése et I’ augmentation de lalipolyse.

L’ efficacité des composés phénoliques fournit la preuve que ces composés bioactifs
peuvent étre dével oppés comme un nouveau produit naturel pour la prévention de |’ obésité a
I"avenir.

Les polyphénols, de par leurs effets multiples anti-obésité, présentent un intérét a ne
pas négliger dans la prévention mais également dans le traitement de nombreuses autres
pathol ogies.

o
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Introduction

Lachimie alimentaire éudie la composition des aliments et leur évolution au cours de
lafabrication, du stockage et de lapréparation, les réactions améliorant laconservation et
certaines propriétés (organoleptigques, nutritives, etc.) du produit sont recherchées. La chimie
aimentaire est similaire a labiochimie, les principaes substances alimentaires étant
lesglucides, les protideset leslipides sont séparées, quantifiées et purifiées pour la
détermination de leurs teneur selon I'objectif vise. L'analyse chimiqueest couramment
utilisée en contrdle qualité, pour le contrdle et la surveillance de lacontamination et la
détection de falsifications, connaitre les structures et les fonctions des différents constituants
alimentaires, maitriser la composition biochimique du produit, savoir utiliser les différentes
techniques biochimiques pour doser certains constituants d'un aliment (analyse, controle
qualité). L'objectif est de protéger et de satisfaire e consommateur.

Au cours de notre stage pratique, nous avons effectué une évaluation physicochimique
afin de s'assurer de la qudité et de la vaeur nutritionnelle de quelques produits alimentaires
commercialisés et cela par |e dosage des différents parametres tels que le taux des protéines,
de la vitamine C, I'indice d’iode, I'indice d acidité, le taux des sucres réducteurs et cela en
utilisant les méthodes chromatographiques et é ectrophorétiques.

2.1. Matérid et Méthodes
L’ ensemble de travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de biochimie
analytique et biotechnologie (LABAB) de I’ université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.
2.1.1. Matériel
2.1.1.1. Matiérespremieres:
+ Lait: trois échantillons différents de lait sont utilisées: lait cru (lait de vache), lait

partiellement écrémé stérilisé (lait de Candia) et pasteurisé (lait de sachet).

+ Huiles végétales: deux huiles alarge consommation sont utilisées: |"huile d' olive et
I"huile de tournesol.

L Jusde fruits commercialisés : cing marques de jus de pH différents sont utilisées.

2.1.1.2. Produits chimiques et réactifs

-colorants et réactifs gpécifiques: 2-6-Dichlorophénol-indo-phénol (DCPIP), acide
ascorbique, phénolphtaléine, acrylamide, N,N’-méthyléne-bis-acrylamide, glycine, bleu de
bromophénol, N,N,N’,N’tétraméthyléthyléne diamine (TEMED), persulfate d’ammonium,
dodécyle sulfate de sodium (SDS), 2-mércaptoéthanol, bleu de Coomassie R250, empois
d’amidon, lugol, 3,5-dinitrosalicylate (DNS).
-supports chromatographiques : sephacryl S200.
-solvants: acide acétique glaciale, éthanol, acide chlorydrique (HCL), glycérol, acide
trichoracétique (TCA), méthanol, acide acétique.
-sels et tampons: azide de sodium, chlorure de sodium (NACL), bicarbonate de sodium,
hydroxyde de potassium (KOH), thiosulfate de sodium, tris-hydroxy-méthyl-aminométhane
(Tris).

2.1.1.3. Matiéres biologiques
-sérum albumine bovine (BSA), glucose, bleu dextrane, latrypsine.

2.1.1.4. Appareillage
-Unité d éectrophorése sur mini cuves verticales comprenant: cuves électrophorése,
générateurs de courants, plagues en verre et en hydroxyde d’ alumine, espaceurs.
-Unité de chromatographie basse pression constituée de : colonne de séparation (1x 30 cm),
détecteurs UV, une pompe péristaltique, enregistreur graphique.
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-Autre matériel utilisé pour nos analyses sont : bain marie, agitateurs variés, balance de
précision a 0.01mg et balance analytique a affichage digital a 0.01g, centrifugeuse, pH métre,
spectrophotometre UV-Visible, lyophilisateur a plateaux.

2.1.1.5. Petit matériel

Un certain nombre de petit matériel et d accessoires sont utilisés: micropipettes,
micro seringue, membrane de dialyse (seuil d’exclusion de 8000 Da), gants et masques pour
la manipulation de produits dangereux tel I’acrylamide, flacons, barreau magnétique, tige a
barreau magnétique, agitateur, pissette d'eau, différents types de verrerie (burette, fioles,
béchers, pipettes (graduées, pasteur), tubes a essais, entonnoir, prouvettes ... etc.

2.1.2. Méthodes
2.1.2.1. Méthodes physicochimiques
2.1.2.1.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford et al (1976)
e Principe

Le taux de protéines dans le lait et dans ses différentes fractions est dosé par I’ emploi
de la méthode col orimétrique de Bradford et al (1976), en utilisant I’ albumine sérique bovine
comme protéine de référence. Un colorant, le Coomassie Brillant Blue G-250 dével oppé par
Bradford et al (1976) est gouté a la solution de protéine dans des conditions de pH acide
(figure 17). Le Coomassie se lie a la protéine par des interactions non-covalentes (ponts
hydrogene, interactions hydrophobes et interactions ioniques) au niveau des chaines latérales
des acides aminés basiques (lysine, arginine, histidine) et sur les NH2 libres (fonctions amines
libres) de la chaine polypeptidique pour former un complexe coloré et sa longueur
d’ absorption maximale augmente de 465 nm a 595 nm. En solution, il a une forme cationique
marron qui absorbe a 470 nm. Lié aux protéines, il & une forme anionique bleue qui absorbe a
595 nm.

On mesure |’ absorbance a 595nm d’ une solution contenant du bleu de Coomassie pour
doser son contenu en proténes et on se référe a une gamme étalon (Figure 18) composée
d’ une concentration de protéines connue (BSA). La coloration change apres absorption du
colorant sur les protéines et le maximum d absorption du produit coloré est a 595 nm. La
technique de Bradford est rapide et trés sensible (la sensibilité est de |’ ordre de 2 pg/L).

[
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Figure 17 : réaction chimique de bleu de Coomassie G-250 sur les protéines (ANDREW
et al, 2014)
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Figure 18 : Courbe étalon du dosage des protéines par |la méthode de BRADFORD et al
(1976), réalisée avec le BSA comme protéines de référence (Le mode opératoire est détaillé a
I’annexe 1)

2.1.2.1.2. Dosage des sucres réducteurs par la méthode utilisant I'acide 3-5

dinitrosalycilique (DNYS)
e Principe

Latechnique du DNS est un moyen de détermination de la teneur en sucres réducteurs
libres présents dans les échantillons a doser.

Le pouvoir réducteur des sucres permet de réduire | acide 3-5 dinitrosalycilique (DNS)
de couleur jaune en acide 3-amino-5-nitrosalycilique (rouge-orange) a chaud et en milieu
basique selon la réaction décrite sur la figure 19, et qui est dosé par spectrophotométrie
(A =530 nm).

OH O OH O
0 0
O.N OH JI\ H,N OH JJ\
+3 R H +H,0 ——e +3 R OH
NO, NO,
Acide 3,5 nitrosalycilique L’acides-3-amino-5-nitrosalycilique

Figure 19 : Réaction chimique du DNS sur les sucres réducteurs.

La quantité de sucres réducteurs présente dans les jus de fruits est déterminée en
réalisant une courbe d’' étalonnage avec une solution de glucose a 1 mg/ml qui est représentée
dans lafigure suivante :
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Figure 20: courbe d’ étalonnage des sucres réducteurs
(Le mode opératoire est détaillé al’ annexe 2).

2.1.2.1.3. Déermination desindicesd’iode et d’acidité d’une matiere grasse
2.1.2.1.3.1. Acidité
L’indice d'acide représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres dans 1 g de corps gras, il est exprimé en
mg/g. Sa détermination est basée sur la neutralisation des acides gras par une solution de
KOH a chaud et en présence de phénolphtaléine selon laréaction suivante :

R-COOH + KOH———» R-COOK + H0O
(Le mode opératoire est détaillé al’ annexe 3).

2.1.2.1.3.2. Indiced’iode
L’indice d’'iode renseigne sur le degré d'insaturation d’ un acide gras, cette insaturation
facilite le rancissement d'un acide gras, I'indice d'iode d'un corps gras est le nombre de
gramme d’ halogene fixé par 100 g de corps gras exprimé en iode selon la réaction suivante :

R—CH=CH-R'+2I > R—(“H—(“H—R"‘

I I

L’ exces d'iode non fixé est titré par une solution réductrice (thiosulfate). L’ iode fixé
par le corps gras est déterminé selon laréaction suivante :

2Na5:0. + I > 2Nal +Naz 54 0

(Le mode opératoire est détaillé al’ annexe 3).

2.1.2.1.4. Détermination delateneur en vitamine C
e Principe
La teneur en acide ascorbique est mesurée par la méthode de titration au 2,6-
dichlorophénol indophénol (DCPIP). Elle consiste en une réduction du 2,6-dichlophénol
indophénol et une oxydation de I’ acide ascorbique en acide déhydroascorbique.
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v" Le DCPIP posséde deux particularités: Il est coloré sous sa forme oxydée
en bleu en milieu basique et en rose en milieu acide.
v" |l est incolore sous sa forme réduite.
Laréaction d' oxydoréduction peut se résumer comme suit :

Vit C p VILC e T2H +2¢

DCPIP + 2H+ +2¢ —» DCPIP ;¢4 (incolore)

(Le mode opératoire est détaillé al’ annexe 4).
2.1.2.2. Préparation des échantillons et leur purification

Les grands groupes de protéines du lait de vache sont isolés et purifiés a partir du
lait entier suivant une succession d’ étapes illustrées par lafigure 21 :

Loait

-+ Ecrémage par centrifugation a 3000 g/ 20 min a 4™ C
L 3

Lait décreame

L 4

> Acidification a PH=4,6 aveec HCL 4N
> Centrifugation a 3000 g/ 18 min a +20°C

Culot Surnageant

Protéines
sarigues

Casdines

Figure 21: diagramme d’ isolement des caséines et protéines du lactosérum a partir du lait de
vache (WANGOH et al (1998).
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2.1.2.2.1. Ecrémage

Le lait congelé est porté au bain marie et maintenu a une température de 30-35°C sous
une légere agitation pour une meilleure homogénéisation, puis il est centrifugé a 3000g/20
min a4°C et filtré sur de lalaine de verre pour se débarrasser de la matiére grasse.

2.1.2.2.2. Acidification

Acidifier le lait de vache avec le HCL pour diminuer le pH qui est de 6,6 jusgu’ au
pHi des caséines qui es égal a4,6.

Mettre le lait dans un bécher et plonger |’ électrode du pH metre dedans pour mesurer le
pH initial du lait puis rgjouter du HCL goute par goute tout en agitant pour homogénéiser et
surveiller le pH jusqu'ace qu'il arrive 24,6 et la on arréte I’ addition du HCL car les caséines
sont preécipitées.

2.1.2.2.3. Séparation des proténesdu lait :

Les caséines sont précipitées a pH 4,6 comme préconisé par WANGOH et al (1998)
avec HCL 4N. Le lait acidifié est centrifugé a 3000g/15 min a +20°C. Le culot de
centrifugation est récupéré dans un minimum d'eau distillée et le pH de la solution de
caséines résultante, est gusté a 7 avec le NAOH 1N pour une meilleure resolubilisation des
caseines.

Quant au surnageant, il est neutralisé avec le NAOH 1N puis acidifié a pH 4,6 avec
HCL 1N puis recentrifugé a 3000g/15 min & +20°C. Les proténes seriques sont ainsi isolées
dans le lactosérum apres élimination des caséines résiduelles dans le cul ot de centrifugation.

2.1.2.2.4. Dialyse
Principe

Ladialyse est une technique de séparation et de purification, elle traduit le phénoméne
de transport des molécules qui est résumé ains : lorsgu'une solution de macromolécules
(protéines) est separée d'un milieu dilué par une membrane semi-perméable, seuls I'eau, les
ions et les petites molécules sont capables de traverser la membrane. Ce transport génére une
pression : la pression osmotique. Le passage des petites especes au travers de la membrane
évolue pour atteindre un état d'équilibre entre les deux solutions. Cet équilibre est obtenu
lorsgue les petites especes diffusantes sont en quantité égale de par et d'autre de |la membrane.

La dialyse permet I'échange des petites molécules d'une solution macromoléculaire
(remplacement et/ou élimination)

On distingue différents types de membranes, les membranes hémiperméables (qui ne
laissent passer que le solvant) et dialysantes (pores de diamétre de I'ordre du nanometre (nm),
identiques et connus) qui laissent passer le solvant et les solutés en dessous d'une certaine
taille. Par effet de diffusion (due al'agitation moléculaire) les petites molécules traverseront la
membrane, tandis que les grosses molécules (souvent macromolécules) seront retenues d'un
coté. Le produit d'une dialyse (solution de recueil des petites molécules) sappelle un dialysat
(figure 22) (SINE, 2008).

Sac de dialyvse (macromolécales)

| — nEdlicu externe

Agitatenr magnétigue

Figure 22 : ladidyse du lait écrémé.
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Les échantillons des protéines sériques et de caseines obtenus, sont dialysés contre de
I’ eau distillée a 4°C pendant 72 h et en changeant I’ eau de contre dialyse deux fois par jour et
Sous une agitation continue en utilisant des membranes de dialyses avec un seuil de coupure
de 8000 Da. Les caséines et les protéines sériques sont débarrassées des molécules dont la
taille ne dépasse pas 8000 Da (lactose, sels minéraux, CoOmposes azotés non protéiques, ... etc).

2.1.2.2.5. Lyophilisation
Principe

C'est une méthode de dessiccation sous vide, a basse température, de produits liquides
préal ablement congel és.

La lyophilisation consiste en I'@imination progressive de I'eau du produit congelé
(phase solide) par passage a la phase vapeur, sans passer par la phase liquide. Ce changement
d'état sSappelle la sublimation. En effet, on peut décomposer la lyophilisation en deux phases
principales, la phase de congéation et la phase de déshydratation. Cette derniere se subdivise
encore en deux parties : étape de la sublimation et étape de désorption. Schématiquement, cela
revient adire que:

e on congéeletout d’abord le produit
e aveclasublimation : on éimine le « surplus » de solvant en surface du produit
e avecladésorption : on élimine le solvant li€ au produit.

La lyophilisation permet la conservation de la matiere sous forme de poudre pour de
longues périodes. (TOULEMONDE et DESAGE, 2009).

Apres dialyse, les solutions agueuses de protéines sont étalées en fines couches dans
des coupelles et congelées a basse température. Elles seront ensuite mises dans le
lyophilisateur qui permet, par sublimation, le passage de la phase solvant (eau) de son état
solide (glace) al’ état vapeur, grace al’ effet du vide poussé généré par la pompe a vide de cet
appareil.

Les protéines sont alors récupérées sous forme de poudre et conservées ainsi dans un
dessicateur.

2.1.2.3. Méthodes chromatographiques
2.1.2.3.1. Chromatographie par filtration sur gel

Dans la chromatographie par filtration sur gel, appel ée également chromatographie par
exclusion ou par tamisage moléculaire, les molécules sont séparées selon leur taille et leur
forme. La phase stationnaire est constituée par des billes d'une substance hydratée
spongiforme dont les pores correspondant a une zone relativement étroite de dimension
moléculaire. Les plus grandes molécules ne pouvant pas pénétrer a I’intérieur des pores du
gel, sortent les premiéeres et les plus petites, inclues dans les mailles du gel, sont éuées plus
tardivement.

Pour |la séparation des protéines sériques de lait de vache, nous avons utilisé comme
phase dtationnaire le sephacryle S200 (poly alyle dextrane-CO-N-N-méthylene
bisacrylamide) qui est préparé par réticulation covaente d' un alyle de dextrane avec du N,
N'méthyléne bisacrylamide (Figue 23). Ce gel, ayant une grande stabilité, posséde un
domaine de fractionnement situé entre 5.10° et 2.5.10° Da.
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Figure 23: Structure partielle des constituants du sephacryl S200
e Conditions expérimentales
Le gel Sephacryle S200 (environ 5g) est d'abord mis en contact du tampon de départ
(trisHCL 0.02M, pH 8.4) pendant 30 min a température ambiante, apres gonflement, il est
dégazé sous vide, puis coulé doucement le long d’ une colonne de dimension (30x1cm), cette
derniere est remplie d’' une fagon réguliére, sans fissures ni bulles.

Aprés équilibrage de la colonne et stabilisation du débit a 0.28 ml/h, le volume mort
est déterminée (Vo) par injection du bleu de dextrane a raison de 1 mg/ml qui a une masse
moléculaire élevée (10° Da).

Les protéines seriques lyophilisées sont dissoutes a raison de 100 mg/5ml de tampon
de chromatographie, elles sont déposées délicatement a I’ aide d’ une micropipette en haut de
la colonne préalablement équilibrée avec le méme tampon de lavage (figure24). Les proténes
sont éluées par passage du tampon dans la colonne avec débit constant. Des fractions de 1ml
sont recueillies et contrdlées par électrophorese PAGE-Native.

Figure 24 : Photographie d’ une unité de chromatographie basse pression.
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2.1.2.4. Méthodes de car actérisation
2.1.2.4.1. Hydrolyse enzymatique des proténesdu lait par latrypsine
Afin d avoir une idée sur la sensibilité des protéines bovines a |’ action des protéases,
nous avons testé |’ activité de la trypsine sur deux substrats : les protéines sériques totales et
les caséines. La trypsine est une protéase a sérine renferme dans sa structure primaire 230
résidus acides aminée (24 KDa). Elle est active au pH 7 a 8 et a une température de 37°C. La
trypsine scinde les liens du coté carbonyle des résidus Lys et Arg.
e Conditions expérimentales
1. Milieux réactionnels
Tampon réactionnel : TrissHCL, 0.5M (pH=8,00)
Substrats : protéines sériques (PS) et caséines bovines (CN).
Enzyme : trypsine (EC3.4.21.4)
2. Incubation
L’incubation du substrat additionnée de I’ enzyme est réalisée a différentes intervalles
de temps (0, 15, 30, 45, 60, 120 min) au bain marie a 40°C. La réaction enzymatique est
arrétée par chauffage 2 100°C pendant 5 min, suivie d un refroidissement immediat.
Pour I analyse en électrophorese PAGE-SDS, 600 pl d' hydrolysats sont additionnés de 400 pl
de tampon d’ échantillons puis chauffés immédiatement a 100 °C pendant 5 min (figure 25).

Protéines lIyophilizées
(PS5 et CN)

(E8:1%;T°40°C;pH : & ; tms —HCLO.3

Incubation

Prélévements d’aliquotes d’hy drolysats a différents temps successifs (02 120
i,

Arrét de la réaction

Chauffage a 100°C/5min

Analyze en PAGE-5D5

Figure 25 : Etapes suivies pour | hydrolyse trypsique des protéines du lait de vache.
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2.1.2.5. Méthodes électrophor éiques : Electrophorése sur gel de polyacrylamide
e Principe
L’ électrophorese est une méthode d’ analyse qui est basée sur la migration différentielle
de particules chargées sous I’ effet d’un champ éectrique. Certaines substances notamment les
protéines, du fait de leur caractere amphotere, peuvent se comporter comme des anions ou des
cations, selon les conditions du milieu qui déterminent leurs charges et leurs signes et de ce
fait, se déplacer ala cathode ou al’ anode selon des différences dans la charge globale nette et
le poids moléculaire, les différentes entités protéiques anaysées se matérialiseront sur
I’ & ectrophorégramme par des bandes de migration plus ou moins distinctes.
e Electrophoreése sur gel de polyacrylamide
C'est la technique la plus utilisée en raison des avantages qu'elle offre de part la
variabilité des conditions et des différentes possibilités d application (analyse quantitative et
gualitative). Elle doit ces avantages aux propriétés du ge qui sont la transparence, la
reproductibilité élevée et une meilleure résolution liée a sa porosité déterminée par la
concentration de ces constituants (acrylamide et bis-acrylamide) et qui est définie par les deux
indicesT et C:

T=(a+b/iv) 100(%) e  C=(b/at+b) 100(%).
Avec : a: acrylamide (g) ; b : méthylene- bis-acrylamide (g) ; v : volume de la solution (ml).

Le gel de polyacrylamide est donc le produit de polymérisation du monomeére
(CH2=CH-CO-NH2) et d'un agent de pontage (Figure 26), habituellement le CO-monomeére
N, N’-méthylene-bis-acrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-COCH=CH?2) et ce en présence de
réactif initiateur de réaction (fournissant des radicaux libres) dont les plus utilisés sont : le
persulfate d’ammonium (NH4)2S20s) et le N,N,N’,N’ -tétraméthyl éthylenediamine (TEMED).

Le réseau tridimensionnel du gel est formé par un mécanisme de polymérisation de
type vinylique qui conduit a la formation de nombreuses chaines enroulées au hasard. Cette
structure détermine un ensemble de micro-canaux dans lesquels les molécules protéiques vont
pouvoir se déplacer sous |’ effet plus ou moins marqué d' un tamisage moléculaire.

Gt =CH CH, =CH CH, — CH—CH, — CH—CH, —CH—
?zﬂ ||:=D Parsulfate '|:=D FZH F=ﬂ
NH. NH — NH; NH NH,
| TEMED ) |
Acrylamide FH} E“’H'f'
NH NH- MNH MNH.
I | | |
I|3=L’I- I[“.=C- -IE= 0 F=E!
CH, =CH CH,— GH— CH;— CH—GH. — CH—
H
BIS Polyacrylamide

Figur e 26: Mécanisme de polymérisation du gel de polyacrylamide.

L’ échantillon est déposé a raison de 10 a 20 ul dans chague puits, a I’aide d' une
seringue, aprés avoir monté I'unité éectrophorétiques et remplir les cuves supérieur et
inférieur de tampon d’ électrode. L’ unité est mise sous tension et voltages constants : 20mA,
250V, alafin delamigration, le gel d' éectrophorese été révélé par le bleu de coomassie.
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2.2.25.1. Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes
(PAGE-native)

L’ électrophorese en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE- native)
est une méthode permettant la séparation des congtituants d’un mélange protéique sous
I’ action d’un champ électrique.

PAGE native est réalisée selon la méthode de HILLIER (1976), adaptée a un systéme
de mini cuves HOEFFER au niveau du laboratoire LABAB, avec un gel de polyacrylamide de
porosité (T=12% ; C=2,7%) (Figure 27). Le tampon de gd est composé de (TRIS, 0,75 M ;
PH=8,9). Le tampon d électrode est constitué de (TRIS, 5mM ; glycine 77 mM ; PH=8,3).
Les échantillons protéiques sont préparés dans le tampon d’ échantillon, un méange : tampon
de gea (1/10, v/v), eau distillée (7/10, viv) et de glycérol (10%, v/v) et le bleu de
Bromophénol. Dans ces conditions, la séparation s effectue suivant la charge éectrique nette
des protéines et selon leur taille.

A : générateur de courant

B : cuve de migration

Figure 27 : Photographig d’une unité d’ éectrophorése (HOEFFER SE 260).

2.1.2.5.2. Electrophorése en conditions dissociantes et dénaturantes en présence
de SDS et de 2-Mer captoéthanol (PAGE-SDYS)

Ce type de séparation est baseé sur un systéme biphasique, comprenant deux types de
gel : un ge de concentration (T=4.8% et C=2,7%) en tampon TrissHCL 24.76 mM, pH 6,8
faiblement réticulé et un gel de séparation réticulé (T=17% et C=2,7%) en tampon Tris- HCL
76.36 Mm, pH 8,8 a travers lequel les protéines migrent selon leur poids moléculaire
(LAEMMLI et FAVER ,1973).

La PAGE-SDS est une technique qui permet la séparation en conditions dénaturantes
en raison de I'gjout de I’SDS. Le SDS [CH3(CH2)11-SO3” Na'] est un détergent fortement
anionique (10% p/v) qui s associe avec les protéines et leur confére une charge globae
négative. Associé avec le 2-mercaptoéthanol (4% v/v) un agent réducteur assurant la rupture
des ponts disulfures, le SDS solubilise les protéines et provoque la dissociation des
polypeptides (Figure 28), ce qui permet la fixation du SDS sur les zones hydrophobes des
chaines peptidiques et les polypeptides acquierent alors une forte charge négative et seront
separés suivant leur taille.
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non polaire (hydrophobe)
charge négative

Figure 28 : Structure du dodecyl sulfate de sodium (SDS).

Le tampon d’ électrode est composé de (TRIS: 24.76mM ; glycine: 76.73mM ; SDS:

0.69mM ; eau distillée ; 500 ml, PH 8,3).
Les échantillons protéiques sont préparés et mis en solution en présence de gel de
concentration (5/10, v/v), de SDS (2,5%, p/v), de 2-mercaptoéthanol (0,5%, v, v) et d eau
distillée (2,5/10, v, v). lIs sont chauffés & 100°C pendant 4 a 5 minutes puis refroidis dans un
bain deau froide puis additionnés de glycérol 50% v/ v et quelques graines de bleu de
bromophénal.

Dans ces conditions, le dodécyl sulfate de sodium (SDS) qui est un détergent
anionique et un agent dénaturant, va solubiliser d’avantage les protéines et se fixer a ces
derniéres (sur la périphérie des chaines de protéines) en leur conférant une charge négative.
Lorsqu’il est en exces, il confére la méme densité de charge et de ce fait, la séparation des
différents composés de |’ échantillon n'alieu que selon leurs différences de poids moléculaires
parce que lacharge réelle des protéines n’ est donc plus mise en jeu.

La PAGE-SDS utilise un systéme discontinu comprenant deux gels dont un gel de
concentration qui est faiblement réticulé, n’ exercant aucun effet de tamisage sur les protéines
mais permet plutdt leur concentration en les mettant sous forme de fines bandes qui arrivent
au gel de séparation en méme temps. Ce dernier sépare les composes grace a sa réticulation
qui détermine la mobilité de chague protéine.

2.1.2.6. Révélation des bandes de migration ééctrophor étique

A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives
suivantes :
Fixation : réalisée par immersion du gel dans une solution d'acide trichloracétique (TCA)
12% (p/v) pendant 45min ;
Coloration : le gel est immergé 2 &4 h dans une solution de coloration contenant du bleu de
commassie 0.2 % (P/V) dissous dans une solution constituée du mélange eau distillée (1
volume), méhanol (1 volume) et TCA 2% (P/V) ;
Décoloration : réalisée par immersion du gel dans le mélange (eau/méthanol/acide acétique)
dans les proportions respectives 3.12/1.5/0.37 (V/IVIV).




Reésultats et discussion
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2.2. Réaultats et discussions
2.2.1. Qualité physicochimique
2.2.1.1. Teneur en proténes
Le lait de vache est un aliment trés largement consommeé sur I'ensemble de la planete,
soit sous forme liquide proche du produit naturel, soit sous forme de produits transformés, soit
encore sous forme d'ingrédients alimentaires, il est considéré comme un aliment compl et.

Tableau VII: Concentrations en protéines totales, proténes sérique et en caséines des
échantillons dosés par |la méthode de Bradford et a 1976.

Echantillons Lait de vache Lait Candia Lait de sachet
Protéines totales 35 29 26

9/

Protéines  sériques | 4 34 3,2

(g)

Caséines (g/l) 31 25,6 22.8

Selon les résultats obtenus (tableau VII), en utilisant la méhode de Bradford et al
(1976), le lait de vache est plus riche aux protéines totales, sériques et caséines par rapport au
lait Candia et le lait de sachet, ces deux derniers laits révélent une faible concentration en
protéines, cela peut étre expliqué par les pertes des protéines lors des différentes étapes de
leurs fabrication ainsi que les différents traitements appliqués.

Comparativement aux données bibliographiques, la teneur globale en protéines du lait
de vache est de 27 ¢/l obtenu au sein de Laboratoire de Biochimie Anaytique et
Biotechnologies de I’ universitt M.MAMMERI de tizi ouzou dirigé par Mr MATI (MATI et
al, 1998).

D’ autres chercheurs ont trouvé des valeurs un peu proches de celles obtenues au sein
de Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies, ainsi la teneur en protéines
totales est de 34 g/l obtenue par BELHADI, 2010 et est de 32 g/l obtenue par REMEUF et al,
1985.

Cette méthode présente des avantages: relativement stable dans le temps, micro
dosage (faibles quantités de protéines), rapide et contrairement aux autres méthodes de
mesure des protéines, la méthode de Bradford est moins sensible aux interférences par divers
agents présents dans les échantillons de protéine. Elle est toutefois affectée par |es détergents,
modifiée par lepH, mais elle présente également des inconvénients: elle est sensible a
certains tampons. Les acides aminés, lespeptides et les protéines de bas poids moléculaire
(<3000 Da) ne sont pas détectés par cette méthode.

D’ autres méthodes sont utilisées pour doser les protéines du lait telles que la méthode
de Lowry, cette méthodes a I'avantage d'étre trés sensible, trés rapide, peu couteuse. Elle est
utilisées quand les quantités de protéines de I'échantillon sont extrémement faibles (Guillou et
al, 1986).mais €lle présente des inconvénients : Coloration peu stable, mécanisme de réaction
mal connu et la dépendance étroite de la coloration avec la composition en acides aminés des
protéines, mauvaise corrélation avec la méthode de Kjeldahl (BROWN et al, 1983), de ce fait,
elle peut nous donner des résultats qui ne sont pas fiables. Ces diverses raisons expliquent le
peu de retentissement de cette méthode appliquée au dosage des protéines du lait (BROWN et
al, 1983) et salimitation a des déterminations semi-quantitatives (CHURCH et al, 1983).
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2.2.1.2. Teneur en sucresréducteurs dans différents types de jus de fruit en utilisant
la méthode de DNS

Les sucres tiennent une grande place parmi les substances dissoutes dans les jus
commercialisées. Conjointement avec les acides, les sucres donnent au jus un gout
caractéristique

Les résultats relatifs ala quantité des sucres réducteurs des différents jus de fruit sont
présentés dans le tableau V111 ou nous remarquons que les teneurs les plus éevées en sucres
réducteurs ont été enregistrées dans les jus N’ gaous et Candia lacté avec respectivement 20.14
g/l et 19.67 g/l, et lateneur la plus faible est manifestée par le jus Ramy avec 12.67 g/l. Ces
teneurs ne répondent pas aux normes AFNORD (1986) qui est de 40 al100 g/l, effet qui peut
étre du a I'utilisation des fruits peu murs, les procédés de fabrications et les techniques
d’ analyse de laboratoire utilisées.

L es sucres réducteurs contenus dans ces jus de fruits sont représentés par le fructose et
le glucose, ce sont des sucres rapidement assimilés qui fournissent de I’ énergie a |’ organisme
(BETONETAL, 2003).

Selon, LIU et al, 2006, les teneurs en sucres réducteurs dans les jus de fruit dépendent
de nombreux facteurs comme la variété, la maturation, en fait pendant la période de
maturation des fruits, le saccharose est convertie en sucres réducteurs, ainsi, la quantité de
saccharose décroit au fur et a mesure de la maturation.

Selon SHALLENBERGER et BIRK (1975), le stockage a 30°C du jus d'orange
pendant les 1€ mois de stockage (1 & 2 mois) n’engendre pas de variation de la teneur en
sucres réducteurs.

Tableau VIII: lesteneursen sucresréducteurs (g/l)

Ramy
Types Candialacté Ramy enrichi en N’ gaous Candia
d’ échantillons orange vitamines orange
pH 4,18 3,16 3,29 3,36 3
Teneurs en
sucres 19,67 12,67 19,5 20,14 17,06
réducteurs
@)

2.2.1.3. Détermination desindicesd’ acidité et d’iode d’une matiér e grasse

2.2.1.3.1. Indice d’ acidité

L’ acidité constitue un indicateur fondamental de la qualité pour une huile, il permet de
classer I"huile en différentes catégories en fonctions de leurs teneurs en acides gras, I’ acidité
libre exprimée en équivalent d’ acides oléques permet de contréler le niveau de dégradation
destriglycérides.

D’ apres les valeurs dressées dans le tableau I X nous remargquons que I’indice d’ acide de
I"huile d’olive qui est de I’ ordre de 6.73 mg de KOH/1g de I huile est plus élevé que celui de
I”huile de tournesol qui est de 1.35 mg de KOH/1g de I huile. Ces résultats indiquent leurs
teneurs différentes en acides gras libres.

La diminution de I’ acidité de I’ huile de tournesol par rapport a celle de I’ huile d'olive est
due au traitement de raffinage. En fait au cours de ce raffinage les huiles subit une étape de
neutralisation par la soude qui a pour effet d’éiminer une bonne partie des acides gras libres
contenus dans ces huiles (KANDJI, 2001).
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Selon KANDJI (2001), une huile de bonne qualité doit présenter une acidité faible ou nulle.
D’ apres nos résultats, les huiles analysées présentent une faible acidité ce qui les rend des
huiles consommables et de tres bonne qualité.

2.2.1.3.2. Indiced’iode

En présence d'une solution de lugol (eau iodée-iodurée), I’ empois d’amidon se colore en
bleu-noire qui disparait lorsque tout le diiode est consommeées. L’ empois d’amidon est un
indicateur de fin de réaction, il permet de mettre en évidence le diiode, il est utilisé lors du
dosage de diiode par lesions thiosulfates pour mettre en évidence des traces de diiode.

L’indice d’'iode peut caractériser une variété d’ huile donnée, cet indice est en relation avec
le nombre de doubles liaisons des acides gras constituant I'huile, il indique le degré
d’insaturation des huiles. Le tableau 1X nous renseigne sur le degré d’insaturation de deux
types d’ huiles utilisée. Nous remarquons que I’indice d'iode des deux huiles analysées (huiles
d’olives et huile de tournesol) sont respectivement 0.76 g/100g et 2.54 g/ 100g, ces résultats
ne répondent pas aux normes qui sont respectivement de 75-94 g/100g pour I’ huile d olive et
118-141 g/100g pour I’ huile de tournesol. L’ abaissement de cet indice peut étre attribué a une
diminution de I'insaturation globale de I'huile, causée probablement par |I’oxydation des
acides gras polyinsaturés, et /ou par la polymérisation des chaines insaturées lors des
différentes étapes du raffinage pour les huiles de tournesol.

Tableau | X: Indicesd’acidité et d’iode dansles huiles d’olives et tour nesol

Typesd’ échantillons Huilesd’ olives Huiles detournesols

Indice d’acidité: mg de| 6,73 1,35
KOH/g de matiére grasse.

Indiced’iode: g d’iode/100g | 0,76 2,54
de matiére grasse.

2.2.1.4. Teneur en vitamines C dansles différentsjus commercialisés

La vitamine C, est le nom communément donné a l|'acide ascorbique. Elle est
facilement oxydée par de nombreux oxydants, en particulier le dioxygene de I'air, €elle
empéche celui-ci d’ oxyder les constituants des aliments et protége ainsi les corps gras contre
le rancissement.

La présence de la vitamine C dans les aliments est indiquée par le code E 300. La
vitamine C est synthétisée par de nombreux étres vivants, mais pas par I'hnomme qui doit donc
le trouver dans son alimentation.

Lors du dosage de la vitamine C, on a constaté que le colorant 2,6 DCPIP (bleu) se
décolore (transparent) et cela est di a sa réduction par |I'acide ascorbique. Le début de
I’ apparition de la coloration rose pale signifie que toute la quantité d acide ascorbique
présente dans le milieu a réagit avec le colorant (DCPIP) et donc il se trouve sous forme
oxydé (acide déhydro L-ascorbique). Ainsi le volume verse indique la teneur de chaque
échantillon en acide ascorbique sachant que le réactif est spécifique seulement pour le dosage
de la forme réduite de la vitamine C (acide L-ascorbique).Le tableau X résume les résultats
obtenus.
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Tableau X : lesteneursen vitamine C dans les différents jus commercialisés

Lejuscommercialise | Candia Ramy Candialacté | N'gaous | Ramy
orange orange enrichi en
vitamines
Teneursen 0,38 0,32 0,34 0,18 0,26
vitamines C (g/l)

D’aprés les résultats obtenus (tableau X) on constate que la teneur en vitamine C
(acide ascorbique) est variable selon les jus. On trouve que le jus Candia orange est le plus
riche en acide ascorbique ensuite le jus Candia lacté suivie par Ramy orange. Cette différence
peut étre a I’origine des unités de production ou il y’ a enrichissement des jus par |’acide
ascorbique ou bien cela pourrait é&re dd aussi a la présence de conservateurs dans le jus
commercialisé qui a permis de protéger et raentir I’oxydation de la vitamine C (conservation
plus longtemps).cette derniére est tres sensible a la chaleur, toutefois son oxydation est
possible atempérature ordinaire et accél érée atempérature élevee.

Selon DUPAIGNE (1970), en présence des traces d’ oxygene qui peuvent subsister
danslejus et dans |’ espace libre, lalumiére accélere la dégradation de I’ acide ascorbique.

La teneur en acide ascorbique peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que la
variété du fruit, le stade de maturation, les conditions de culture, la température de stockage et
laméthode d’ extraction.

Cette méthode titrimétrique & comme inconvénient de conduire a des résultats erronés
par la présence dautres composes reducteurs (triose réducteurs...) pour cela, d autres
techniques sont appliquées pour le dosage de lavitamine C, parmi elles, la Chromatographie
en phase liquide haute performance (HPLC ,elle présente un double intérét par rapport aux
autres techniques, elle aun grand pouvoir séparateur : elle permet tout d’ abord d’ éliminer tout
produit interférant; par ailleurs, elle permet de séparer I'acide L-ascorbique de ses
métabolites ou de composes voisins comme |’ acide D-isoascorbique, d’ une fagon beaucoup
plus satisfaisante qu'elles le permettent les autres techniques. C'est une technique a
reproductibilité excellente. Elle est particulierement intéressante lorsque I’ on souhaite étudier
la stabilité de I’ acide L-ascorbique dans un aliment au cours de sa conservation ou lors d’un
traitement industriel (Asselmann, 1983).

2.2.2. Méhodes chromatographiques
2.2.2.1. Fractionnement des proténes sériques du lait bovin par chromatographie de
per méation sur gel de SEPHACRYL S200

Les méthodes chromatographiques permettent la séparation et la quantification des
différentes protéines d'un mélange. La chromatographie sur DEAE cellulose et par filtration
sur gel sont des méthodes longues, pouvant difficilement étre utilisées. Le développement des
techniques chromatographiques rapides comme la HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography) suscitent dans ce domaine de nombreux espoirs (abaissement des temps
d'analyse, sensibilité accrue).

Dans notre manipulation, nous avons fractionné les protéines sériques bovines par la
chromatographie de perméation sur sephacryl S200, en utilisant une colonne de dimension
(30x1cm). Les profiles chromatographiques obtenus peuvent étre répartis en 3 fractions (notés
de F1 aF3) (Figure29), correspondants aux piques d’ absorptions enregistrés.
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Figure 29: chromatogramme des protéines seriques du lait bovin sur SEPHACRY L S200
(colonne 30x1cm).
2.2.3. Méhodes électrophor étiques
2.2.3.1. Isolement et caractérisation éectrophorétiques des protéines sériques du lait
devache en PAGE-native

L’ éectrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE-native) est résolutive et bien adaptées pour la séparation des protéines
seriques du lait. Le profil de migration éectrophorétique se caractérise par la variabilité des
bandes selon leur intensité et leur focalisation en fines bandes (cas de protéines natives) ou en
larges bandes (cas de protéines dénaturees).

Selon Egito et al (2001), les protéines de lactosérum bovin migrent en 5 bandes majeures
classées par ordre croissant de leur mobilité électrophorétique, les Immunoglobulines (1g),
I’albumine sérique bovine (BSA), I’a lactalbumine (a-La) et la B-lactoglobuline (variantes A
et B).

L’ éectrophorégrammes obtenu (figure 30) montre que |'abumine sérique, les
immunoglobulines et la B-lactoglobuline sont ¢lués dans la fraction F1, dans la fraction F2
nous observons 1’¢lution 1’lg, BSA, I’a-La et la B-lg, ces résultats se trouvent en accord avec
les résultats obtenus par Egito et al (2001), enfin d' éution, dans la fraction F3, nous
constatons la présence de la B-lactoglobuline.




Partie expérimentale

Fl rF2 F3

BSA

o-La

p-Lg

Figure 30 : Eléctrophorégramme des fractions récupérées per la chrometogrephie de
perméation (PAGE-native) ; gel a T=12%, C=2.7%
2.2.3.2. Isolement et caractérisation éectrophorétiques des caséines et des protéines
seriques du lait de vache en PAGE-SDS

La technique que nous avons utilisé est basée sur I’ utilisation de deux gels superposés
de composition différente: un gel de concentration a (T=4% et C=2,7%) et un gel de
separation a (T=17% et C=2,7%) (LAEMMLI et FAVER ,1973), pour séparer les hydrolysats
obtenus par I’action de la trypsine sur les protéines sériques a différent temps d’incubation
notés en minutes comme suite: T'0, T'15, T'30, T'45, T'60 et T'120. Nous avons suivie
I’ action de latrypsine par éectrophorése en conditions dénaturante (PAGE-SDS).

Un traitement préalable des protéines avec le tampon d échantillon contenant deux
substances chimiques pour solubiliser les protéines: le SDS (C12H2sS04-, Na) détergent
anionique, le B- mercaptoéthanol agent réducteur des liaisons disulfures pour garder les
protéines sous leur forme dénaturées.

La trypsine a une activité protéolytique trés intense, elle se manifeste au niveau des
liaisons carboxyliques de lalysine et de |’ arginine pour les hydrolyser. En d'autres termes, elle
transforme les chaines polypeptidiques en chaines protéiques plus courtes pour permettre
ladigestion.

L’analyse du profil éectrophorétique obtenu en PAGE-SDS pour les protéines
seriques (figure 31), montre I’ existence de bandes sombres et épaisses distanciées |’ une de
I’autre au niveau de 1’échantillon témoin (TN) et I’échantillon T°0 correspondant a 1’a-La, la
B-Lg et la BSA.

Concernant les échantillons T'15 et T'30 |es bandes sont sombres et €paisses comme
elles le sont dans les échantillons TN et T°0 ce qui veut dire que les protéines a-La, la B-Lg et
laBSA sont insensibles alatrypsine.

T'45 et T'60 la bande correspondante ala BSA est fragmentée en deux bandes claires,
fines et bien séparées ce qui veut dire que la BSA est hydrolysée en deux peptides de poids
moléculaire inférieur alaBSA.

En ce qui concerne la B-Lg, la bande correspondante semble étre plus claire et plus
fine ce qui veut dire gue cette protéine commence a s hydrolyser.

Mais pour I’a-La, la bande correspondante est toujours de la méme intensité et la
méme épaisseur que dans |’ échantillon témoin (TN) ce qui veut dire que cette protéine est
toujoursinsensible al’ action de latrypsine.
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A T'120 les deux bandes correspondantes a la BSA sont plus fines et plus claires
gu'éles le sont dans I’ échantillon T'60 ce qui veut dire que plus le temps passe plus la BSA
est hydrolysée par latrypsine.

En ce qui concerne la B-Lg, la bande correspondante semble étre plus claire et plus
fine qu'elle I'est dans I’ échantillon T’ 60 ce qui veut dire que cette protéine continue a étre
hydrolysée par I’ enzyme.

Mais pour I’a-La, la bande correspondante est un peu moins intense et moins épaisse
que dans I’ échantillon T'60 ce qui veut dire que cette protéine commence & étre hydrolysée
par latrypsine.

La bande correspondante a |’ lg n’ est pas apparue au niveau des différents puits du fait
gu’'on n’'a pas donné le temps nécessaire pour que cette protéine de haut poids moléculaire
puisse migrer.

L’ analyse du profile électrophorétique obtenue en PAGE-SDS pour les caséines n’as
pas été révélé, cela pourrait étre due au gl utilisé; il y a eu des contaminations lors de son
coulage, ou bien lors de sa polymeérisation.

] T~ | T 0 T?15 | T 30 || T 45 I[ T'G-O ][ T7120 ] -

Figure 31 : Eléctrophorégramme des hydrolysets (protéines seriques lyophilisees du leit de
vache) obtenues par |” hydrolyse enzymatique (Trypsine) en PAGE-SDS ; gel de concentration
(T=4% et C=2.7%), gel de séparation (T=17% et C=2.7%).
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Conclusion

Conclusion

Le laboratoire de physico-chimique utilise les normes de référence (1ISO, AFNOR...)
et dispose de technologies a haute performance (chromatographie gazeuse et liquide, UV-
Visible...) pour fournir des informations précises et des résultats fiables afin d’aider dans la
prises de décisions en matiére de qualité et de valorisation nutritionnelle, donc I’ évaluation de
ces parameétres physico-chimiques constitue une étape importante pour le contréle de la
gualité des produits alimentaires.

Cette étude sur les parametres responsables des variations de teneur en vitamine C des
jus fruits s'inscrit dans une optigue de promotion de la qualité nutritionnelle de ces jus pour
une valorisation par les producteurs sur e marché.

D’ apres les résultats obtenus, on constate que la teneur en vitamine C est variable
selon lesjus. On trouve gue le jus Candia orange est le jus Candia lacté sont les plus riches en
vitamine C avec 0,38 et 0,34 g/l respectivement. Cette différence peut étre due al’ origine des
unités de production ou il y’'a enrichissement des jus par |I'acide ascorbique ou bien cela
pourrait ére d( auss a la présence de conservateurs dans le jus commercialisé qui a permis
de protéger et raentir |I’oxydation de la vitamine C ou bien par I'influence de plusieurs
facteurs tels que la variété du fruit, le stade de maturation, les conditions de culture, la
température de stockage et |a méthode d’ extraction.

L'huile d'olive est tres appréciée par sa qualité biologique et nutritionnelle. Elle
nécessite donc une analyse qui permettra de la classer selon les critéres de qualité données par
les normes international es.

L’ huile de tournesol est I'huile végétale la plus riche en acides gras essentiels de la
catégorie des omégas 6, ¢’ est pour cette raison qu'il faut s assurer de sa qualité biologique et
nutritionnelle.

Sur la base des résultats obtenus dans cette étude par 1a détermination des paramétres
de qualité des matieres grasses, |'indice d’'acide de | huile d’ olive est plus élevé que celui de
I”huile de tournesol.

Ces résultats peuvent sexpliquer par la différence existante entre les procédés
d’ obtention des deux types d' huiles et en fonction de plusieurs facteurs tels que la nature de
I"huile, I origine géographique, la culture et le climat.

En ce concerne I'indice d’'iode des deux huiles analysees, les résultats ne répondent pas
aux normes. L’ abaissement de cet indice peut étre attribué a une diminution de I’ insaturation
globale de I"huile, causée probablement par I’ oxydation des acides gras polyinsaturés, et /ou
par la polymérisation des chaines insaturées lors des différentes étapes du raffinage pour les
huiles de tournesol.

Les sucres réducteurs contenus dans les jus de fruits sont représentés par le fructose et
le glucose, ce sont des sucres rapidement assimilés qui fournissent de I’ énergie a I’ organisme
et ils sont responsables de la saveur du jus, d’ apres nos résultats, les teneurs les plus élevées
en sucres réducteurs ont été enregistrées dans les jus N'gaous et Candia lacté avec
respectivement 20.14 g/l et 19.67 g/l, et lateneur la plus faible est manifestée par le jus Ramy
avec 12.67 g/l. Ces teneurs ne répondent pas aux normes qui sont de 40 al00 ¢/l, cela peut
étre expliqué par la maturité du fruit utilisé.

Concernant le dosage des protéines par la méthode de Bradford et al (1976) des
différents échantillons de lait analyses, le lait de vache est plus riche en caséines, protéines
totales et les protéines sériques par rapport au lait Candia et lait de sachet cela peut étre
expliqué par les pertes des protéines lors des différentes étapes de leurs fabrications ainsi que
les différents traitements appliqués.
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Conclusion

A cOté des parametres physicochimiques utilises dans des contréles de routine,
d’autres méthodes plus spécifiques et plus sensibles sont utilisées comme les méthodes
chromatographiques et les méthodes éléctrophorétiques pour des analyses plus poussées dans
le contréle de qualité.

Le fractionnement des protéines sériques du lait bovin par chromatographie de
perméation sur gel de SEPHACRYL S200, a montré que les profiles chromatographiques
obtenus peuvent étre répartis en 3 fractions (notés de F1 a F3), correspondants aux piques
d’ absorptions enregistrés. Puis un contréle ééctrophorétique a été réalisé dans des conditions
non dissociantes et non dénaturantes (PAGE-native), ce dernier montre que les proténes de
lactosérum bovin migrent en 4 bandes majeures classées par ordre croissant de leur mobilité
¢lectrophorétique, les Immunoglobulines (Ig), 1’albumine sérique bovine (BSA), l'a
lactalbumine (a-La) et la B-lactoglobuline.

Le contrdle ééctrophorétique dans des conditions dissociantes et dénaturantes en
présence de SDS et de 2-Mercaptoéthanol (PAGE-SDS) pour séparer les hydrolysats obtenus
par |’ action de la trypsine sur les protéines sériques a différent temps d’incubation a montrer
I existence de différentes bandes sombres et plus ou moins épai sses au hiveau des échantillons
ce qui explique la dégradation de ces protéines sériques en peptides et que ces protéines
résistent différemment al’ action de latrypsine.

Les méthodes d’ analyse classiques permettent de définir les constituants alimentaires
et la composition a peu pres exacte du produit ¢’ est pour cette raison qu’il faut que le choix de
la méthode d'analyse doit tenir compte de la nature des résultats recherchés.

Le contrble qualité d’ un produit alimentaire permet de controler les composants d'un
produit ou la matiére premiere deés la réception, La production en cours de réalisation et les
produits finis dans le but d’améliorer la production, veiller a la santé du consommateur, le
satisfaire et réduire les cas fraudes.

|
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Annexes

Annexes

Annexe 01 : Détermination de la teneur en protéines par la méthode de Bradford et al
(1976)

Préparation des solutions:

- la solution de NaCl a 0,15 M : Peser 1,75 g de NaCl et le dissoudre dans |’ eau distillée,

agiter pour mieux homogeénéiser la solution puis la verser dans une fiole de 200 ml et gjuster

avec |” eau distillée jusgu'au ménisgue.

- la solution de BSA : & partir d’une solution mére de sérum abumine bovine a 0,1mg/ml,

préparer les 10 ml dont on a besoin pour notre expérience.

-Préparation de la gamme d’ étalonnage :

A partir d' une solution mere de sérum abumine bovine (0,1mg/ml), on prépare les solutions

suivantes :
Numéro de
tubes
Solution
mére (BSA) | O 0,1 0,5 1 15 2
(ml)
NaCl (0,15
M) (ml)
Réactif de
Bradford 1 ml danstous lestubes

(ml)

2 1,9 15 1 0,5 0

-Préparation des dilutions: pour les 3 échantillons (lait de vache, lait de Candia et lait de
sachet) : réaliser trois dilutions pour les protéines totales et deux dilutions pour les protéines
sériques.

-Mettre 2 ml de la solution adoser (ou des différentes dilutions) dans des tubes a ;
-gjouter 1ml de réactifs de Bradford ;

-Laisser 5 minutes atempérature ambiante ;

-lire I’ absorbance a 595 nm ;

Expression desrésultats:

A partir de la courbe d éalonnage des protéines, on obtient I’équation de la courbe de
tendance (Y= ax), la concentration en protéines de notre échantillon respectif sera obtenue en
appliquant les valeurs des densités optiques obtenues dans I’ équation.

DO 0 0.099 0.195 0.296 0.472 0.63
[BSA] 0 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2

Annexe 02 : Dosage des glucides, méthode utilisant I’acide 3-5 dinitrosalyciliqgue (DNS)
-On rédise une gamme étalon a partir d’une solution de glucose a des concentrations
différentes aqui on goute le réactif 3-5 DNS;

-Préparation des différentes dilutions de I’ échantillon (102, 102,103,10) ;

-On prend 1ml des dilutions 102 et 10 de notre échantillons (jus Ramy enrichi en vitamines)
dont sa concentration est inconnue, au quels on goute 2 ml de DNS;

-On bouche chague tube en homogénéisant au vortex, on porte les tubes au bain marie
bouillant pendant 5 min, on refroidie dans de |’ eau froide, on compléte le volume de chague
tube a10 ml avec I’ eau distillé et en laisse les tubes reposer 15 min atempérature ambiante.
-On lit ladensité a une longueur d’ onde de 530 nm contre le blanc.
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Gamme étalon :

N° detube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml) 0 0.2 04 0.6 0.8 1
Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2 2

Expression desrésultats:

A partir de la courbe d’ étalonnage des sucres, on obtient I’ équation de la courbe de tendance
(Y= ax), la concentration en sucres de notre échantillon respectif sera obtenue en appliquant
les valeurs des densités optiques obtenues dans |’ éguation.

Tableau représentant les densités optiques obtenues lors du dosage des sucres par la méthode
utilisant le DNS :

Les concentrations| O 0.2 0.4 0.6 0.8 1
en glucose (g/l)

Les densités| O 0.081 0.260 0.451 0.648 0.782
optiques (nm)

Annexe 03 : Détermination del’indice d’acide d’une matiére grasse

1-Indiced’acidité:

Peser 2.5g de matiére grasse dans deux béchers pour deux échantillons différents: I’huile
d'olive et I'huile de tournesol, puis les dissoudre dans 5 ml d éhanol, méanger
soigneusement puis titrer avec la solution de KOH (burette) en présence de phénolphtaléine (3
gouttes) en agitant vigoureusement le contenu de bécher pendant le titrage.

Arréter |e titrage quand la coloration rose — pale persiste pendant au moins 10 min.

Noter la chute de burette (volume de KOH).

Calculedel’acidité:
[A=V.N.56.1/m

Soit :

V : Volume en ml de la solution de KOH utilisé pour letitrage.

N : est lanormalité de la solution de KOH.

56,1 : est lamasse molaire, exprimée en grammes par mole, de I’ hydroxyde de potassium ;
m : masse en gramme de laprise d’' essal.

2-L’indiced’iode:
Principe:

v Préparer un atube sans la prise d’ essai : introduire dans un tube 5 ml de lugol et
guelques 2ml d’amidons.

v Préparer les tubes d’échantillons : introduire des matiéres grasses dans deux béchers
pour deux échantillons différents (huile d’olive et I huile de tournesol), solubiliser la
matiere grasse dans 4 ml de cyclohexane, gjouter 5ml de lugol.

-Porter lestrois tubes au bain marie (bien homogénéiser le long du chauffage) pendant 5 min.
-Titrer I'iode libéré avec le thiosulfate de sodium a 0.1N en présence de quelques gouttes
d’ empois d’ amidons jusqu'a décoloration du mélange.

-déterminer les volumes de thiosulfate nécessaires pour neutraliser I’iode contenu dans le tube
témoin V1 et I’ échantillon V2.
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Le calcul del’indice d'iode est donné par laformule suivante :

I (2/100g) =(V;-V).0.01269.100/P

Soit :

li: indice d'iode.
Vo: volume de thiosulfate de sodium utilisé pour essai a blanc.
V : volume de thiosulfate de sodium utilisé pour titré I’ excés d’iode en ml.
0.01269 : nombre de grammes d’iode correspondant a 1 ml de thiosulfate de sodium.
p: poidsdelaprised essa.

Puis on détermine le nombre d’insaturation qui est donné par |’ équation suivante :

nl= IL.m/MI>.100

Soit :
nl : nombre d’insaturation m : masse de corps gras Ml : masse molaire d'iode.

Annexe 04 : Détermination delateneur en vitamineC
Mode opératoire:
Préparation de la solution de 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP) a 0.5g/l :
» Dissoudre 0.5g du 2.6 dichlorophénol indophénol et 0.2g de bicarbonate de sodium
dans 300 ml d'eau distillée chaude. Refroidir et compléter a 1000 ml avec |’ eau
distillée, puisfiltrer.

Solution titrée d’acide ascorbique:
> Dissoudre 0.4g d acide ascorbique pur dans 200ml d'eau distillée, gjuster a un litre.
Prendre 100 ml de cette solution dans un bécher, gjouter 5ml d acide acétique glacia
et doser par le colorant jusqu’ apparition d’une couleur rose pale persistante. Noter le
volume V1 correspondant du colorant gjouté.
Dosage de la vitamine C contenue dans les différents échantillonsde jus:
» Prendre 2 ml de jus dans un bécher, gjouter 1 ml |’ acide acétique glacial puis doser par
le colorant (DCPIP) jusqu’ apparition d’une couleur rose pale persistante. Prendre le
volume V2 du colorant nécessaire ayant réagit avec la solution a doser.

Expression desrésultats:
Lateneur en vitamines C en g/l, est donnée par larelation suivante :

C2(gl) =V1XCl/V2

Soit :

C2: laconcentration de I’ échantillon en vitamine C.

V1 : levolume de DCPIP versé de la burette nécessaire pour |le dosage de la solution étalon.
V2 : levolume de DCPIP versé nécessaire pour e dosage de I’ échantillon du jus
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Annexe 05. les densités optiques des fractions éuées par chromatographie de
perméation sur gel de SEPHACRYL S200 (protéines sériques) pour la colonne de 30cm.
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Annexe 06 : Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE-
native)
e Solution d’acrylamide:

Acrylamide........cccooveviveieiieieecece e 369

Bisacrylamide.............coooiiiiiiiii 1lg

Baudistillée.........cooooviiiiiii i 100 ml
e Tampondege (B):

TS 4579

Baudistillée.........ccoooviiiiiii i 50 ml

Ajuster a Ph 8,9 avec de HCL 4N
e Tampon d’'éectrode:

TS 39
GlYCINE...co i 1449
Baudistillée.........ccooovviiiiii i 500 ml
Ajuster aPh 8,3

e Tampon d'échantillon (les fractions récupéées par la chromatographie de
perméation sur gel de Séphacryl S200 des protéines sérigues du lait de vache) :

Tampondugel (B)........covvevvvvvnnennn.... 100l
Eaudistillée.........cooooviiiiiiii i, 700 pl
GlYCErol 50%.......cccveveeieenieerieseesieeseeseeneens 250 pl
Bleu de Bromophénol................c.cceevnes uneteted aiguille

Dissoudre 1 mg de protéine lyophilisée dans 1 ml de ce tampon
% Electrophorése:
Préparationduge : T =12% et C =2, 7%

Solution (A)...ovveiiiiiiiiiiiiee e .3,25ml
Solution (B)....o.vvvvvvveiieiiiiieeieenen2 .ol
Eaudistillée.........coooviiiiiii i, 1,68 ml
Dégazer le mélange (maximum 2 mn)
TEMED.............. e 20l

Solution de persulfate d ammonium 10%.......75ul

Couler et mettre le peigne immédiatement

Dépbt d échantillon...............................00 & 20pl
Misesoustension ..........c.oceeevevveveenen ... .20mA, 25V
Fixation : 45 mn dans la solution de fixation

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration
Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe 07 : Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE-
SDS)
e Solution d’acrylamide:

Acrylamide........cccooveviveieeeceiieece e 369

Bisacrylamide.............coooiiiiiiiii 1lg

Eaudistillée.......coooeviiii i 100 mi
e Tampon degel deséparation :

TS, 925¢

Eaudistillée.......cooooeiiiii i 50 mi

Ajuster a Ph 8,8 avec de HCL 4N
e Tampon degel de concentration (solution C)

Ajuster a Ph 6,8 avec de HCL 4N
e Tampon d’ éectrode:

TS 39
GlYCINE...ccei e 5769
Baudistillée.........ccooovviiiiii i 500 ml
Ajuster aPh 8,3

e Tampon d’échantillon :
SOIUtION (C) v, 500 pl
Eaudistillée.........ccoooviiiiiii i 250 pl

SDS(10%)...ccuvieiiieiiiieeiiiieee e .250
2-mercaptoéthanol...................c.eeee. 50
Dissoudre 1 a 2 mg de protéines lyophilisées dans 800 pl de ce tampon. Chauffer a 100°C
pendant 4 a 5 mn puis refroidir dans un bain d’eau froide. Ajouter 200 pl d’'une solution de
glycérol 50 % (v/v) et quelques graines de bleu de bromphénol

e Solution defixation :
TCA o120
Eaudistillée.......coooeviiii i 100 pl

e Solution de coloration :
Bleu de Coomassie R250.......................0,5 ¢
TCA oo A

Méhanol..........ccooeviiiii e, 100 ml
Baudistillée.......coovviiiiiiiii 100 ml
e Solution de décoloration :
Acideacetique..........coovviiiiiiiie e, 37,5ml
Baudistillée.......ccooeviiiiiiiii 312,5ml
Méhanol.........ccooviiiii e, 150 ml

e Solution de persulfate d’ammonium :
Persulfate d ammonium........................0,1 g
Eaudistillée.......coooevevii i 1ml

e Conduited’électrophorese:
Préparation du gel de séparation : T=17% et C=2,7% (pour une plague)

SOIUtION (A) e, 4,60 ml
SOIULION (S) v, 2,51 ml
Baudistillée.........c.ooovviiiiii i, 2,73 ml

Dégazer pendant 2 mn maximum
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SDS10%...c.veeiiiieeiiiieiie e eeeen. 2. 100l
TEMED........coiieiieeiicieeeeeen 50
Persulfate d ammonium 10%................ 100 pl

Couler immédiatement sur le gel  de séparation polymérisé et mettre le peigne
Dépdt d' échantillon : 10 a20 pl

Mise soustension : 20 mA, 25V

Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation

Coloration : 1 heure dansla solution de coloration

Décoloration : dans |a solution de décoloration.
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