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Introduction

Introduction

Depuis les temps les plus anciens, L’homme a utilisé les plantes pour se nourrir, mais
a coté de cette fonction nutritionnelle, il découvrit bien d’autres fonctions que pouvaient lui
procurer les plantes, notamment le pouvoir de guérison (Diallo, 2005). Un nombre de plantes ;
aromatiques médicinales, plantes et épices et autres possédent des propriétés biologiques tres
intéressantes, qui trouvent leurs applications dans divers domaines a savoir en médecine,

pharmacie, cosmétologie et agriculture (Mohammedi, 2006).

Parmi ces plantes on trouve 1’espéce citronnier qui est une plante tres cultivée en
Algérie, et présente de nombreux bienfaits pour la santé, dont les vertus sont utilisées depuis
plus de 3000 ans. Cette plante stimule les défenses naturelles, favorise la digestion, combat la
grippe, les angines, les maux de téte, ainsi qu'un grand nombre de maladies. Ces effets
bénéfiques du citron sont principalement attribués a la présence des composés bioactifs, tels
que les caroténoides (Craig, 1997), I’acide ascorbique (Hampl et al., 1999) et les composés
phénoliques (Ross et al., 2000).

Les composés phénoliques se sont des métabolites secondaires, nécessaires pour la
santé humaine ont des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires (Djabou, 2006) et aussi
anti hépatiques, ont été utilisés depuis des siecles en médecine traditionnelle permettant t une
stabilisation des affections hépatiques (Ghedira k, 2005). Ils interviennent aussi dans le
traitement des maladies cardiaques et cancéreuses (Attia, 2007).

Cependant ces substances sont instables au cours de temps, sensibles a I’oxydation,
température, contenant des principes actifs facilement oxydables, insolubles dans 1’eau, ¢’est-
a-dire présentent une faible biodisponibilité non suffisante pour obtenir 1’effet thérapeutique
recherché ,D’ou une stratégie attrayante tel que la microencapsulation par coacervation
complexe semble étre une solution pour protéger ces substances de I’environnement extérieur.
Il s’agit de I’encapsulation du principe actif dans des matériaux tels les polymeres
biodégradables (Attia, 2007).

L'encapsulation trouve ses applications dans de nombreux domaines en pharmacie,

cosmétique et alimentaire. (Champagne et Fustier 2007)

L’encapsulation par coacervation complexe est une technique déja employée dans
I’industrie alimentaire afin de protéger des ingrédients fonctionnels tels que les probiotiques,

les vitamines, les Antioxydants et les acides gras (Champagne et Fustier 2007).
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Introduction

Le principe de cette méthode est basé sur la désolvatation partielle de deux colloides et leur
agrégation par abaissement du pH. La coacervation complexe semble par ailleurs étre une
technique tres intéressante de microencapsulation, permettant d’atteindre des taux
d’encapsulation élevés (Amkran R, 2019).

L’objectif de ce travail est un essai de mise au point des microcapsules contenant des

substances bioactives en utilisant des polymeéres biodégradables gélatine/carraghénane.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres : Le premier consiste a définir
I’espéce  Citrus Limon Eureka et résumer les caractéristiques et bienfaits de la plante. Le
2éme chapitre s’intéresse a décrire les généralités sur les composés phénoliques. Le 3éme
chapitre traitera le principe de la microencapsulation et les différentes techniques de
préparation des microcapsules dont la coacervation complexe. La deuxiéme partie présente le
protocole experimental et les tests réalisés : test d’humidité, extraction des composés
phénoliques, et antiradicalaire (Activité « scavenger » DPPH) de I’extraits de Citrus Limon
(Eureka) partie feuille, la microencapsulation par coacervation complexe. Enfin, nous

achéverons cette étude par une discussion dressant le bilan du travail réalisé.



Partie

Theorique
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Chapitre I : Généralités sur la plante

I.1.1.Présentation de la famille de citrus limon (Eureka)

Le citronnier appartient a la famille des Rutaceae, sous-famille des Aurantioideae , et
ordre des Térébenthales.Les Térébenthales ont des fleurs a disque nectarifére inta-staminal
(Disciflores) (Ozenda, 1977).

Les Rutaceae s’identifient par la présence des poches sécrétrices de type Schizolysigéne
sur leurs organes aériens. Certaines Rutaceae sont des herbacées a petites baies et au gout

poivré dont la pluparts sont des arbres odoriférants, a fruits juteux comme le citron.

Le caractére distinctif de la sous-tribue des Citrinae ou Hespéridés est le fruit appelé
Hespéridie : les parois de ses loges sont garnies de poils vésiculaires, se développant dans la
cavité ovarienne en sacs,remplis de grosses cellules a paroi mince et contenant le jus. Ce nom
est issu de la mythologie grecque ou les trois nymphes du couchant aux voix claires, appelées

Hespérides, veillaient sur les "pomme d’or" du verger des Dieux.

Les trois genres Citrus, Fortunella et Poncirus regroupent les plantes fruitiéres exotiques

couramment appelées Agrumes. (Ozenda, 1977).

1.1.2. Genre et espece

Le citronnier appartient au genre citrus qui se caractérise par :

* Des petits arbres €pineux,

* Des feuilles a une foliole dont le limbe est articulé sur un pétiole plus ou moins ailé,

* Des fleurs a I’aisselle des feuilles, avec un calice odorant a 4 ou 5 sépales, des étamines 4 a
10 fois plus nombreuses que les pétales, un disque nectarifere et un ovaire de 8 a 18 loges et 4
a 8 ovules par loges.Il peut étre cité sous d’autres synonymes comme citrus limonumRisso,
Citrus medica Linné, v.limonum, mais aussi sous divers noms vernaculaires comme limone
en italien, lemon en angalis, zitrone en allemand, lymon et limoun en arabe. (Abderrahmane
et Harrati, 2017).

1.1.3.VVariétés

Les variétés de citronnier les plus exploitées sont sélectionnées selon un Plusieurs de ces trois

criteres :
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* Le rendement en fruits,

* La qualité du jus de citron,

* La résistance de I’arbre aux principales maladies parasitaires.

Les cing principales variétés de citrus limon (L.) Burman sont : Euréka ou des

4 saisons, Lisbon, Femminello, Monachello et Verna.(Abderrahmane et Harrati, 2017).

I.2.Description morphologique
Selon (Abderrahmane et Harrati, 2017).

e L’arbre :

Le citronnier est un arbre de petite taille (3 a 5 m), vigoureux, affectionnant les

sols non calcaires sous un climat humide et chaud. Sa longévité naturelle peut

approcher les 200 ans, mais en culture, son existence d’arbre productif se limite a 50 —60 ans.
* Les racines :

Les racines principales sont fortement pivotantes et s’enfoncent a plus de 1,5 m ; tant disque

les racines secondaires sont toutes proches de la surface du sol, entre 15 et 80 cm sous terre.
* Le tronc :

Est court et d’un bois dense, jaune veiné.

¢ La fondation :

La fondation est formée d’une succession de demi-sphéres et son développement se déroulent
selon trois criteres :

1.La fondation est plus importante au printemps, en été et au début de I’automne.

2. Le citronnier émet aisément, sur ses branches agées, des rameaux ou ils dépassent alors la

frondaison et constituent un nouvel étage.
3. Des bourgeons adventifs latents, d’origine endogene, existent sur les branches
Et permettent de régénérer la charpente d’un arbre endommagg.

eLes feuilles :
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Les feuilles d’agrume spermettent I’identification des genres et especes. La feuille de
citronnier a une foliole. Elle est lancéolée, persistante contrairement au genre Poncirus, de
couleur verte, brillante sur la face supérieure, constellée de petites glandes riches en huile
essentielle et peu nervurée. Le pétiole est articulé au limbe et contrairement aux autres

agrumes, tres faiblement ailé.
* Les fleurs :

Les fleurs se situent a 1’aisselle des feuilles et en bouquets sur les rameaux courtes. La corolle,
dite dialypétale, est constituée de 5 pétales, épais et libres, blancs bordés de pourpre, tres
odorants par leur huile essentielle tres recherchée en parfumerie. Le calice, en cloche, est
formé de 5 sépales verts, soudés. Les étamines sont généralement en nombre supérieur a 4
fois celui des pétales. Leurs filets sont soudés a la base en un verticille contenant le disque
nectariféere sur lequel est fixé ’ovaire. Ce dernier est pluriloculaire, avec 8 a 12 carpelles
enticrement indépendants qui deviendront autant de quartiers dans le fruit. L’ovaire se
prolonge par un style de diametre inférieur a celui du stigmate, comparativement gros. La
floraison est dite remontante : en toute saison, des fleurs s’épanouissent alors que les fruits de

I’année précédente sont encore parfois sur 1’arbre.
* Fruit :

Le fruit du citronnier est une baie cortiquée. Cet agrume de taille moyenne (5 a 10 cm) est
dit "limoni forme", a D’extrémité stylaire, un mamelon souvent cerné¢ d’une dépression

circulaire, sans persistance d’aucune piece florale.

La peau du citron est appelée écorce ou zeste. Elle est brillante et d’une couleur variant du
vert au jaune vif selon la maturité du fruit. Elle est utilisée pour son aréme et son amertume

dans les préparations culinaires et pharmaceutique, ou en parfumerie.

Le zeste se développe a partir des parois externe et moyenne des carpelles floraux. Elle est
constituée par le flavédo comprenant I’épicarpe et le mésocarpe et externe, et I’albédo ou

mésocarpe interne.

L’épiderme interne des carpelles floraux est a I’origine de 1’endocarpe ou pulpe. Elle est
formée d’un ensemble de poils vésiculeux, a paroi mince, contenant un jus plus ou moins

acide, et groupés en 8 a 12 quartiers séparables les uns des autres.
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* Les pépins :

Fusiformes, proviennent des deux rangs d’ovules. IIs sont blancs, a un seul embryon et le plus

souvent exalbuminés. Un principe amer.
1.3. Classification botanique

Selon (Padrini et Lucheroni 1996), la classification de citron estillustreé dans le tableau

| suivant :

Tableau n° I : La classification du citron

Regne Planta
Embranchement Spermaphytes
Classe Eudicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espece Citrus limon
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canal stylaire

pollen anthéres
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Figure n°1 : Morphologie et la physiologie des agrumes (citron). (www.aujardin.info).

Figure N°2 : Photographie du citron.(www.aujardin.info).
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I.4.Composition chimique :

A. Macronutriments :

Tableau Il : Composition en macronutriments pour 100g net de citron (Boudalia et Benammar
2017).

Composants Quantités
Protéines 0,89
Lipides 0,39
Acides gras saturés 0,089
Glucides 2,459
Sucres 2,29
Fibres 29
Acides organiques 4,88¢
B.Vitamines :

Les vitamines sont des ¢léments indispensables a notre vie. C’est d’ailleurs de 1a que vient
leur nom, « vita » signifie vie en latin.Les 13 vitamines actuellement connues jouent des roles
clefs dans le fonctionnement du corps : réactions enzymatiques, réle hormonal, assimilation

des aliments ou encore action anti-oxydant (Boudalia et benammar, 2017)

Il existe deux types de vitamines, hydrosolubles ou liposolubles, qui définissent leur mode de

stockage dans I’organisme.

Le citron est riche en vitamine C, les autres vitamines hydrosolubles sont présentes en

quantité moindre.

Tableau Il : Composition en vitamines pour 100g net de citron (Boudalia et Benammar,
2017).

Vitamines Quantités

Provitamine A Béta-caroténe 3 g

Equivalent vitamine A 0.,5ug

Vitamine B1 0,05 pg

Vitamine B2 0,02 mg

Vitamine B3 0,2 mg

Vitamine B5 0,19 mg
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Vitamine B6 0,08 mg
Vitamine B9 11 g
Vitamine C 53 mg
Vitamine E 0,8 mg

C. Oligo-éléments :

-Les oligo-éléments font partie des micronutriments, avec les vitamines et les minéraux. Ils
sont indispensables au bon fonctionnement de I’organisme. Ils sont apportés par
I’alimentation en quantité faible de I’ordre de mg /j voire infirme de I’ordre du pg/j (Constans,
1998). Leur absence comme leur exces peuvent étre responsables de désordres important
(Chappuis, 1991).

Le citron contient de nombreux minéraux en faibles quantités. A 1’exception du potassium
qui représente 149 mg dans 100 gr du citron. Les autres minéraux et oligo-éléments sont en

quantité inférieure.

Tableau IV : Composition de minéraux et d’oligo-eléments pour 100gr de citron net (Boudalia
et benammar,2017).

Minéraux et oligo-éléments Quantités
Calcium 18 mg
Cuivre 0,0335 mg
Fer 0,4 mg
lode 0,93 ug
Magnésium 8,93 mg
Manganeése 0,0154 mg
Phosphore 15,5 mg
Potassium 149 mg
Sélénium 4,9 ug
Sodium 3mg

Zinc 0,1 mg

D -Polyphénols :

Polyphénols, tels que les lignanes, les tannins ou les flavonoides, représentent une large classe
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de composés naturels accessibles a partir d'extraits de bois ou végétaux. Ces molécules sont

principalement connues comme antioxydants (Van et al. 2000).

Tableau V : Composition de polyphénols pour 100g de citron net (Ciqual, 2013)

Polyphénols Quantités
Flavonoides 36,89 mg
Lignanes 0,02 mg

Polyphénols totaux 36,91 mg

1.5. Bienfaits du citron

Le citron est nommé le roi des fruits. Il présente de nombreux bienfaits pour la santé. C’est
une plante médicinale puissante dont les trés nombreuses vertus sont utilisées depuis plus de
3000 ans. (Boudalia et benammar,2017).

Il stimule les défenses naturelles, favorise la digestion, combat la grippe, les angines, les

maux de téte, ainsi qu’un grand nombre de maladies.

De nombreuses études indiquent que la consommation d’agrumes, dont le citron et la lime,
exerce un effet favorable contre le cancer, telle que le cancer d’cesophage, le cancer de
I’estomac, le cancer du cdlon, de la bouche et du pharynx (Chainani, 2002). Et aussi il peut
prévenir des maladies cardiovasculaires et de la maladie d’inflammation, et méme

d’hypercholestérolémie. (Chainani, 2002).
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Chapitre 11 : Généralités sur les métabolites des végétaux

Selon (Raven et al 2007), les composés produits par les plantes ont été séparés en métabolites
primaires et secondaires, qui sont par définition :

11.1.1 Metabolites primaires

Sont des molécules caractérisées par leur caractére Vital a la survie de toutes les cellules

végeétales tels que : les glucides, les lipides et les acides aminés (Raven et al, 2007).
I1.1.2.Métabolites secondaires

Ces métabolites interviennent dans la défense des végétaux contre les agressions extérieures
(microorganismes) tels que les polyphénols, les terpénoides, les stéroides et les composés

azotés comme les alcaloides.

Les métabolismes secondaires dérivent d’intermédiaires biosynthétiques du métabolisme

primaire
11.2. Généralités sur les polyphénols

Les métabolites secondaires des plantes, sont tres nombreux et trés variés. Les composes
phénoliques se reconnaissent par la présence d’un ou de plusieurs groupes hydroxyle (OH),

modifiés ou non, attachés a une structure aromatique [Richter, 1993].
11.2.1. Biosynthese des polyphénols

Selon (Bruneton 1999), les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies :

a- Voie des Shikimates : c’est la voie la plus courante, elle conduit les oses aux acides
Aminés aromatiques puis, par désamination de ces derniers aux acides cinnamiques et a

Leurs dérivés : coumarines, lignines et lignane.
b- Voie des acétates : conduit a des poly acétates, qui engendrent par cyclisation
Des Composés souvent polycycliques : iso coumarine, quinone, et xanthone.

De plus, la diversité structurale des composés phénoliques est plus accrue La possibilité, tres
fréquente, d’une participation simultanée du Shikimate et de 1’acétate, a 1’élaboration de

composés d’origine mixte comme les flavonoides.
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11.3. Classification des composés phénoliques :

Plusieurs classifications ont été proposées, la plus utilisée est celle basées sur la structure

chimique (Ribereau-Gayon, 1968), classés comme suit :

v’ Les acides phénoliques.
v’ Les flavonoides.

v' Les tanins.

A. Acides phenoliques :

Le terme d’acide phénol s’applique a tous les composés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999). Dans cette catégorie on

trouve les phénols simples et les phénoliques (Dubois et al, 1977).
. Phénols simples :

Sont des composeés phénoliques rares dans la nature comme « le phloroglucinol » et « le
gaiacol » (tableau V1) (krief, 2003).

Tableau n° VI : structure générale et quelques exemples des phénols simples (Bruneton,
1999)

Classes Structures Exemples OH-substitution
OH
Les phénols
simples Catéchol 6-OH
phloroglucinol 3,5-OH

. Acides phénoliques :
Deux classes d’acides phénoliques sont a distinguer :

» Les dérivés de I’acide benzoique (C6-C1)
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» Les dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3) (Bruneton, 1999).

Tableau n° VII: Structure et exemple de quelques acides phénoliques (Cai et al, 2006)

Classes Structures Exemples Substitution-
OH
R2 R Acide gallique Acide 3, 4,5-OH
Acides p-hydroxy benzoique 4-OH
. R3 COOH Acide protocatéchique 3,4-OH
Les acides hydroxy benzoiques
Acide vanillique 4-OH
phénoliques Rd
Acide ferulique 4-OH
Acides R1 OH Acide caféique 3,4-OH
Rydroxycinnamiqus R2 ke
O | Acide chlorogenique | 3,4-OH

B. Flavonoides:

Le terme flavonoides désigne une treés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Hadi, 2004) .ils ont une origine de biosynthése commune et par
conséquent possedent tous un méme squelette de base a 15 atomes de carbones « C6-C3-
C6 », et organises en deux unités aromatiques (deux cycles) « A et B » (Bruneton, 1999).

Figure 3 : schéma simplifié des flavonoides

(Dacosta, 2003)

IIs sont localisés dans divers organes : racine, tige, feuille, fleur et fruit et considérés comme

des pigments quasi universels des végétaux) (Ghedira, 2005). Selon leur structure, les
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flavonoides sont repartis en plusieurs classes dont les plus importantes sont mentionnées dans
le tableau ci-dessous (Ramos, 2007).

Tableau n° VIII : les différentes classes des flavonoides (Ramos, 2007).

Classes Structures Exemples Substitution-OH
Epicatechine 5,7,3°,4°,3.4,5°-0OH
'| gallate
| (ECG) 3,57,3.,4,3°,5-0OH
Flavanols Epicatechine
(EC)
Catechine 3,5,7,3,4-OH
. 2_ | Luteoline 5,7,3’,4’-OH
Flavones 8 1 @ o ,
. O . S ‘| Apigénine 5,7,4-OH
6 : ; Chrysine 5,7-OH
0
, 2 | Naringenine 5,7,4’-OH
Flavanones 8 1 , -
. O .= '| Hesperidine 5,7,3’-OH
X
6 2 . Naringine 5,4’-OH
. Quercetine 3,5,7,3°4-OH
Flavonols o
Myricetine 3,5,7,3,4°,5°-OH
Kaempférol 3,5,7,4-OH
Isoflavones .
Genisteine 5,7,4°-OH
‘| Daidzeine 7,4’-OH
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Anthocyanes Pelargonidine

Cyanidine

Malvidine

3,5,7,3’-OH

3,7,3°4’-OH

3,5,7,4-0OH

C. les tanins :

Tanner les peaux des animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir (Hopkins,
2003) Le terme « tannin » provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plante pour

Les tannins sont des polyphénols d’origine végétale (Berthod et al, 1999), existant dans
presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines. Ils sont divisés
en deux groupes, tannins hydrolysables et condensés (fig. 3), ils peuvent étre constitués
par la condensation des dérivés flavanes qui ont été transportés aux tissus des bois des
plantes (Cowan, 1999).

OH - on
OH et T.-f
F o O 1',_' '\"'H._\_ "
D-hq.c OH O HO _\__'.r.::_.'.-\"'\-.\_ ] .- M-H'-\._,.r-"'-.- - OH
[ ]
HCI OH "E:‘_-u:l ey OH ._-___.__.-;_"“-\. ____OH
/&/}\\\/o OH OH L a . EL
A T L ) "‘\-..,__-\_‘__
HO O _.“ x:[ ] - OH
Q Q hf Z e 0K
OH
(A) )

Figure 4 : quelques structures des tannins. (Peronny et
Kumbasli, 2005)

(A) : Tannins hydrolysables (Penta-O-gallolyl-B-D-glucose)
(B) : Tannins condensé (Procyanidin B2)

11.4. Activité biologiques des polyphénols
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Les plantes médicinales sont utilisées depuis des milliers d’années contre plusieurs
maladies. Ce n’est que récemment que les éléments actifs a I’origine de ces actions
thérapeutiques ont été isolés et etudiés. Il est indispensable de connaitre la composition
des plantes pour comprendre comment elles agissent sur I’organisme

11.4.1 Phénols

Les plantes produisent les composés phénoliques pour se protéger contre les infections et
les insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont
fortement antioxydants, anti-inflammatoires, antiseptiques ils peuvent avoir des propriétés
antivirales (Djabou, 2006).

Les stilbénes sont connus pour leur propriété antioxydant vis-a-vis des lipoprotéines a
basse densité. lls pourraient ainsi jouer un role protecteur contre les maladies
cardiovasculaires et tumorales (Attia, 2007)

11.4.2 Flavonoides

» Les flavonoides jouent un role important dans le controle de la croissance et le
développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les
diverses hormones végeétales de croissance (Marfak, 2003)

> Les flavonoides ont des propriétés anti hepatotoxiques, ont été utilisés depuis des
siecles en médecine traditionnelle dans le traitement des affections hépatiques
(Ghedira K, 2005)

> lls jouent un réle dans la protection contre les rayonnements ultraviolets (UV),
dans la défense contre les micro-organismes et dans la fertilité des plantes (Girotti-
chanu, 2006)

> lls interviennent dans le traitement des maladies cardiaques et cancéreuses [Attia,
2007]

> Les flavonoides sont également reconnus pour leurs activités antiallergiques.
Antivirales et anti-inflammatoires, ces activités sont en général attribuées a leur
capacité a piéger le radical libre chélate les ions métalliques ou inhiber les
enzymes responsables de la formation des radicaux libres (Marfak, 2003)

> Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers
agents Ul érogénes (Ghedira, 2005)

> Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques a 1’égard de 1’aldose réductase,
de la phospholipase A2 et des enzymes de I’inflammation. La quercétine a une
action sur la lipo-oxygeénase et la cyclo-oxygénase (Chung et al, 1996)

11.4.3 Tannins

Les tannins ont des propretés qui sont liées a leur structure chimique. Propriété due a 1’acidité
des molécules (le pKa) et a I’oxydation de 1’ion phénolate (Zimmer et cordesse, 1996)

» Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé ceux-ci
donnent un gout amer a 1’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la
consommation pour les insectes ou le bétail (Djabou, 2006)
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» Les tannins sont des composés phénoliques qui contractent les tissus en lisant les
protéines et en les précipitant, d’ou leur emploi pour « tanner » les peaux (Djabou,
2006)

> lls permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections, les plantes
riches en tannins sont utilisées pour rendre les tissus souples, comme dans le cas des
veines variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et
pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brulure (Djabou,2006) .

> Les tannins se fixent préférentiellement aux protéines mais aussi aux polyosides tels

que la cellulose, I’hémicellulose ou la pectine, en modifiant leurs propriétés (Zimmer
et cordess, 1996)

I1.5. Radicaux libres

L’oxygeéne, molécule essentielle a la vie pour les organismes aérobies qui entre dans une
réaction d’oxydoréduction, est a 1’origine de la formation de composés peu stables mais
hautement réactifs et toxiques (Girotti- chanu, 2006).1’oxydoréduction est le transfert d’un ou
plusieurs électrons d’un atome vers un autre. Un tel processus est nécessaire pour la vie en
aérobie et pour notre organisme, puisque 1’oxygene est 1’accepteur ultime d’électrons au
niveau de la chaine respiratoire pour former de 1’énergie sous forme d’ATP. Cependant, dans
le cas ou il y a transfert d’'un nombre d’électrons impair, nous assistons a la formation
d’espéces toxiques ayant des ¢€lectrons impair, nous assistons a la formation d’espéces
toxiques ayant des électrons non appariés (célibataires), appelées radicaux libres (marfak,
2003).

11.5.1.Antioxydants

Ce sont des substances qui sont capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres et de
mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommagées,
ayant ainsi un réle de protection au sein de la membrane cellulaire et protégeant le systéme
biologique (Eymard, 2003 ; prior et al, 2003). Un antioxydant peut également étre toute
molécule qui va céder un électron u radical libre pour le stabiliser ; c’est le cas des vitamines
et pigments de toutes sortes. Tout est donc une question d’équilibre entre la quantit¢ de
radicaux libres et notre capacité a les neutraliser ; la résultante est ce qu’on appelle le stress
oxydatif (Balch, 1998 ; LeCren ,1999).

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses trés efficaces contre la
surproduction d’ERON (Gueye, 2007).

L’alimentation contient un grand nombre d’antioxydants, non seulement les vitamines (E, C,
[-carotene) et les oligo-éléments (sélénium, cuivre, zinc, manganese), mais aussi toutes sortes
de caroténoides, polyphénols et flavonoides (trouvés dans les choux, le thé, le vin, les
ceréales, les fruits), des alcaloides, des acides organiques et des dérives soufrés de I’ail et de
I’oignon etc. (Favier, 2003).

11.5.2. Classification des antioxydants
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Pour lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme posséde des systemes de défense
antioxydants. Certains sont endogénes, alors que d’autres sont obtenus a partir de molécules
apportées par I’alimentation (exogénes) (Marfak, 2003).

a. Antioxydants endogenes

Le systeme endogéne est formé par des enzymes qui agissent en synergie, a savoir la
glutathion peroxydase, la catalase et le super oxyde dismutase (SOD).En effet, la SOD
transforme le super oxyde en peroxyde d’hydrogéne tandis que la catalase métabolise ce
dernier en une molécule d’eau et une autre d’oxygeéne, selon la réaction suivante (Marfak,
2003).

b. Antioxydants exogenes (les antioxydants naturels)

A cause des agents externes comme les polluants de 1’air, la radiation UV et ’alcool, les
radicaux libres peuvent étre produits en exces. De ce fait, notre systéme endogene de défense
se trouve incapable de réduire toutes ces especes réactives. Pour diminuer ces dommages
oxydatifs, notre organisme a alors besoin d’une alimentation riche en antioxydants exogenes.
Parmi ces antioxydants, on trouve les vitamines C, E et A, ainsi que les flavonoides (Marfak,
2003).

Ce sont des antioxydants qui peuvent provenir des composés qui se produisent, naturellement,
dans les produits alimentaires ou des substances formées pendant leur traitement (Pratt et
Hudson, 1990).

IIs sont présents dans presque toutes les plantes, tous les micro-organismes, les champignons
et méme dans les tissus animaux.

Le groupe le plus important d’antioxydants naturels comprend la vitamine E (tocophérol), la
vitamine C (acide ascorbique) les flavonoides, les tanins, les anthocyanes et caroténoides
(Pelli et Lyly, 2003).

c. Polyphénols

Ce sont des substances organiques possédant un noyau aromatique portant au moins deux
fonctions phénols. Ils sont répartis en quatre classes : flavonoides, acides phénoliques, les
lignanes et les stilbénes (Delaveau, 1988 ; Krisa et al. 1997 ; Quintin et al. 2004).

Les polyphénols ont la capacité de donner I’atome d’hydrogéne, ce sont des antioxydants de
rupture, ils peuvent également chélater des ions métalliques de transition et par conséquent
empécher la formation des radicaux libres (Hannebelle et al. 2002).

d. Flavonoides

Les flavonoides ont une capacité de piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH),
anions super oxyde (O2) et radicaux peroxylipidiques (Robards et al. 1999).
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Les flavonoides ont des effets anti-inflammatoire, antiallergique, antiulcéreux, antitumoral et
antidiabétique (Middleton et al. 2000).

e. les anthocyanines

Les anthocyanines ont un caractére amphotere, responsable du passage d’une coloration
généralement pourpre lorsqu’on approche de la neutralité (Adrian et al. 2003).

f. les caroténoides

Les caroténoides sont de longues molécules a caractére lipophile. Ces composés naturels
possédent dans leur structure chimique de tres nombreuses doubles liaisons conjuguées qui
sont responsables de leur activité antioxydant (Curtay, 2000 ; Grolier et al. 2003 ; Gayathri et
al. 2004).
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II1.1.1. Microencapsulation

La micro encapsulation regroupe 1’ensemble des technologies permettant la préparation de
microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matiére
active. Les microparticules présentent une taille comprise entre 1um et 1mm et contiennent
typiquement entre 5 et 90% (en masse) de matiére active » (Richard et Benoit 2013).

L’encapsulation permet de transformer un liquide en solide, de masquer une odeur ou un gott
désagréable, de protéger des substances sensibles des effets délétéres de 1’environnement
extérieur, ainsi que d’obtenir une libération controlée et ciblée des principes actifs (Gouin 2004).

II1.1.2 .Intérét et matériaux utilisés dans la micro encapsulation

De nombreux principes actifs ont été micro encapsulés dans le but d’obtenir non seulement
une libération plus lente mais aussi une protection vis-a-vis de différents agents chimiques ou
physiques et augmenter la biodisponibilité des principes actifs en modifiant leur vitesse de
mise a disposition. Ces formes permettent aussi de protéger des principes actifs contre la
dégradation provoquée par les enzymes intestinales et de prolonger leur durée d’action. La
micro encapsulation permet également de réduire I’irritation du tractus gastro-intestinal lors
d’une administration par voie orale.

Les matériaux utilisés pour obtenir les microparticules sont nombreux et variés. lls peuvent
étre de nature hydrophile, hydrophobe ou une combinaison des deux, et doivent étre capables
de former un film stable et compatible avec la molécule a encapsuler (patel.K.R, et, et, et al,
2011).

On distingue les polymeéres synthétiques (le polycaprolactone, les polymeres d’acides
lactiques et glycoliques...), les polyméres semi-synthétiques (dérivés cellulosiques tels que
I’éthylcellulose, la carboxyméthylcellulose,...), les lipides et les cires minérales (corps gras
solides, glycérides, cires d’abeilles, les cires minérales...) (Richard et Benoit, 2000,
Agnithotri.N, et al, 2012).

II1.1.3.La micro encapsulation en industrie alimentaire

Shahidi et Hans (1993) ont proposé six raisons pour 1’application de la micro encapsulation en
industrie alimentaire a savoir :

e La réduction de la réactivitt des composants avec les facteurs du milieu
environnemental ; elle permet la séparation des différents agents réactifs dans les
formulations de catalyseurs, d’enzymes, d’oxydants ;

e Diminuer le pourcentage de transfert des composants vers 1’environnement extérieur
tel que les huiles essentielles, les ardmes, ce qui participe a prolonger leur durée de
conservation ;

e Le Ciblage de I’activité ou de la libération des composés bioactifs ;

e La préservation du le goQt ou la flaveur des composés bioactifs incorporés dans les
aliments ;
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e ladilution des composés bioactifs lorsqu’ils doivent étre utilisés en faibles quantité.

II1.1.4.Procédés de micro encapsulation

La sélection du processus d’encapsulation dépend des propriétés physiques et chimiques du
noyau et de la coquille des microcapsules (Mishra, 2016). Une grande variété de méthodes
d’encapsulation a été développée pour diverses fonctions.

Tableau IX: méthodes d’encapsulation (Richard et Benoit 2000) ; (Finch et Bodmeier, 2000)

Type de procédé | Mode d’encapsulation Taille des | Types de produits
microcapsules obtenus
Séparation de phases ou coacervation | 2 — 1200 Microcapsules
(simple ou complexe) Microsphéres
Procédés Evaporation — extraction de solvant 0,5-200 Microspheres
physicochimiques
Gélification thermique d’émulsions (hot Microspheres
melt)
Polycondensation inter faciale 2 - 2000 Microcapsules
Procédés Polymérisation inter faciale
chimiques 2—2000 Microcapsules
Polymérisation en milieu dispersé par
voie radicalaire ou anionique
Nébulisation/ séchage (spray drying) 1-200 Microsphéres
Procédés Gélification ou congélation de gouttes | 200 - 800 Microspheres
mécaniques (priling)
Enrobageen lit fluidisé (spray-coating) 35 -5000 Microcapsules
Extrusion /sphéronisation Plus de 200 Microsphéres

II1.2. La coacervation

Les processus de coacervation s’opérent dans des conditions douces (pas de solvant agressif).
Ces méthodes sont un bon potentiel pour la micro encapsulation de cellules vivantes et de
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molécules labiles, lesquelles ne peuvent pas résister aux conditions dures (chaleur, solvants
organiques) qui accompagnent les autres procédes de micro encapsulation (Onesippe.C.2005).

II1.2.1.La coacervation simple

Elle consiste a abaisser la solubilité d’un polymere, initialement solubilisé en milieu aqueux,
en variant la température ou par ajout d’un électrolyte, d’un non-solvant ou d’un deuxiéme
polymere (agent de coacervation). Il se formera 2 phases : I’une riche en polymére (coacervat)
et I’autre pauvre en polymere (Richard et benoit.2000).

II1.2.2. La coacervation complexe

La coacervation complexe est définie comme une séparation de phases dans un systeme
colloidal, induite par des interactions électrostatiques entre deux polymeéres de charges
opposées (IUPAC ,1997). La phase la plus concentrée représente le coacervat et I’autre phase
représente la solution d’équilibre. La désolvatation simultanée des deux polyélectrolytes
hydrosolubles portant des charges opposées est le plus souvent provoquée par une
modification de pH du milieu aqueux (Richard et Benoit .2013). Le coacervat complexe est
ainsi formé par précipitation de deux polymeres de charges électriques opposées en
interaction électrostatique.

Les protéines et les polysaccharides sont des polymeres d’origine naturelle largement utilisés
dans I’industrie alimentaire, notamment pour les émulsions et I’encapsulation (Matalanis et al.
2011 ; Bouyer et al. 2011), (Jones et al. 2010). Ces polymeres peuvent interagir par des
interactions attractives ou répulsives, Dans [’eau, le mélange de protéines et de
polysaccharides peut conduire a quatre situations : la formation de complexes solubles, la
coacervation ou précipitation, I’incompatibilité thermodynamique et la cosolubilite.

I11.2.3.Formation et propriétés du coacervat

La coacervation complexe est un phénomeéne de séparation de phase associative induit par des
interactions électrostatiques entre au moins deux polymeéres généralement une protéine et un
polysaccharide portant des charges opposées (Cooper et al. 2005), mais, d’autres interactions
faibles (les liaisons hydrogenes et les interactions hydrophobes), peuvent contribuer a la
formation de coacervation complexe (Turgeon et al, 2007).

La coacervation complexe se produit lorsqu’un déplacement du PH vers le point isoélectrique
de I’'un des deux polyméres leur conférant des charges opposées. Il crée des interactions
électrostatiques qui conduisent a la formation de complexes solubles neutres, montrant une
interaction attractive.

L’association de ces polymeéres conduit a la formation de complexes insolubles qui forment
alors des gouttes liquides composées des polymeres et de molécules de solvant ; le coacervat
(De Kruif et al, 2004), (Doublier et al, 2000), ces gouttelettes apparaissent d’abord sous forme
de petites gouttes puis grossissent par la modification du PH.

I11.2.4. Parameétres influencant la formation des coacervats
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Plusieurs parametres physicochimiques interviennent dans la formation du coacervat, les
principaux sont :

Al le pH: le pH est un principal parametre influencant le phénomene de coacervation
complexe, en effet, les interactions entre protéine/polysaccharide sont observées lorsque les
deux polymeres portent des charges électriques opposées. Lorsque que le pH de la solution est
inférieur au point isoélectrique de la protéine.

Le pH influence le volume de coacervat. Le volume maximal de coacervat est observé sur une
gamme de pH limiteé (entre 2,5 et 5,5) comme décrit par (Brgess et Carless, 1984). De plus le
pH influence sur la mobilité électrophorétique des mélanges de polymeéres (la mobilité est
nulle au pH ou les deux polymeéres portent des charges égaux mais de signes opposes.

B/ la force ionique : La force ionique joue un rdle important dans la formation du coacervat,
car elle affecte la charge des polymeres. Une force ionique tres faible ou trés élevée entraine
une suppression des interactions électrostatiques entre protéine et polysaccharides (de Kruif et
al. 2004). L’addition de sels entraine la diffusion des charges a la surface des polymeéres.
Cette derniere réduit I’attraction entre les deux polymeéres et ainsi la coacervation (Burgess et
al. 1984).

L’étude de (Chai et al. 2014) sur la coacervation complexe de I’albumine de sérum bovin et
des carraghenanes a montré que 1’addition de sel nécessite d’abaisser davantage le pH pour
observer les interactions entre les biopolymeéres et conduisent a la coacervation. La force
ionique influence par conséquent la formation des microcapsules (Jun Txia et al. 2011),
(Tsung et al. 1997).

C/ le ratio protéine/polysaccharide :

Il existe une relation protéine/polysaccharide optimal qui correspond a un équilibre des
charges entre les deux polymeéres (Liu et al, 2009) ; inférieur ou supérieur au ratio optimal.

Dans le cas du systéeme béta-lactoglobuline/ gomme d’acacia, (Schimat et al. 2001) observé la
formation de précipités plus gros et plus nombreux lorsque la protéine est en exces, alors que
(Siow et al. 2013) ont observé la formation de plus de complexes solubles que de coacervat
due a la présence de charges non neutralisées lorsqu’un des polymeres est en exces.

II1.2.5. Principe de micro-encapsulation par coacervation complexe
Le procédée microencapsulation par coacervation complexe se déroule comme suit :

-Dans un premier temps, le produit a encapsuler est dispersé dans une solution aqueuse
contenant les deux polymeres (phase a) (voire figure 5).

-Dans un deuxiéme temps, la coacervation est induite par un ajustement du pH de la solution,
de facons que les charges positives du premier polymeére équilibrent les charges négatives du
second (phase b). L’attraction électrostatique des deux poly électrolytes provoque I’apparition
d’un coacervat mixte ;
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-Dans un troisieme temps, les gouttelettes de coacervat formé viennent s’absorber (phase c) a
la surface de la matiére active a encapsuler et former un enrobage continu (phase d) ;

-Finalement, cet enrobage est consolidé par réticulation (phase e) de la macromolécule
constitutive du coacervat. (Richard et al, 2000).
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Figure 5: procédé de micro-encapsulation par coacervation complexe (Richard et
al,2000).

II1.2.6. Avantages du procédé de I’encapsulation par coacervation complexe

Le procédé de coacervation complexe comporte plusieurs avantages. Les rendements
d’encapsulation peuvent atteindre jusqu’a 90% (Kerdudo et al, 2015).De plus, cette méthode
ne necessite pas I’utilisation de solvants organiques et se déroule a température ambiante.
Cependant, en raison de la complexité du procédé et de son colt de production. La
technologie de coacervation est surtout réservée a des applications spéciales comme
I’encapsulation de composés actifs couteux ou pour masquer les fortes odeurs ou les arbmes
d’ingrédients nutritionnels. En général, les deux poly électrolytes les plus souvent utilisés sont
la gomme arabique (chargée négativement) et la gélatine (chargé positivement) et 1’agent
réticulent souvent mis en ceuvre est le glutaraldehyde (Lemetter et al, 2009). Cet agent
réticulent est efficace et peu onéreux, mais présente une toxicité non négligeable tant pour le
manipulateur que pour l’utilisateur et doit étre utilisé a des doses ¢élevées (environ 100 a
500g/kg de gélatine).
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Résumé

Le citron comme d’autres fruits et légumes sont une source importante de différents
antioxydants (polyphénols, caroténoides, acide ascorbique ... ect ) qui peuvent inhibés les
effets néfastes des radicaux libres sur 1’organisme humain. L’extraction des composants
phénoliques & partir des feuilles de citron variété (Citrus Limon Eureka). Les composants
phénoliques sont extraites, puis vient la réalisation de la micro-encapsulation par coacervation
complexe, des polymeres sont utilisée qui est le carraghenane , et la gélatine.

Dans le but d’étudier les activités biologiques des composants phénoliques, nous sommes
contentés d’étudier une seule activité qui est I’activité antioxydant et aussi on a effectué le
test d’humidité sur la plante citrus limon Euréka montre une teneur moyenne en 1 eau
(52.337) Le protocole d’extraction des composés phénoliques a permis d’obtenir un
rendement massique équivalent a 19,47 Dans la partie feuille de citrus limon. Et d’un
taux d’activité anti radicalaire a 77.57

Mots clés : Composants phénoliques, Extraction, Coacervation complexe, Citrus.

Summary

Lemon fruits and vegetables are an important source of various antioxidants (polyphenols,
carotenoids, ascorbic acid ... ect ) that can inhibit the harmful effects of free radicals on the
human body. Extraction of phenolic components from lemon leaves (Citrus Limon Euréka).
The phenolic components are extracted, then comes the realization of micro-encapsulation by
complex coacervation, polymers are used which is carraghenane , and gelatin.

In order to study the biological activities of the phenolic components, we are content to study
only one activity which is antioxidant activity and also carried out The moisture test was
carried out on the plant citrus silt Euréka shows an average content in 1 water (52.337 ) The
protocol of extraction of phenolic compounds made it possible to obtain a mass yield
equivalent to 19,47 In the part of citrus silt. And anti-free radical activity of 77.57.

Keywords: Phenolic components, Extraction, Complex coacervation, Citrus.



