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Introduction

Les plantes représentent une source de principes actifs dont lI'usage traditionnel et médical
est connu depuis longtemps (Liu et al., 2015). Elles sont capables de produire une grande
diversité de métabolites ne participant pas a leur métabolisme de base, mais représentant des
produits du métabolisme secondaire, par exemple les polyphénols, les flavonoides, les

saponines etc. (Shashirekha et al., 2015).

L’utilisation de ces substances naturelles dans de nombreux produits de consommation
connait une augmentation croissante en raison de la demande pour des produits naturels,
d’autant plus lorsqu’ils possedent des propriétés santé (activité antioxydante, activité

antimicrobienne, lutte contre les maladies etc.) (Li et al., 2014, Sparg et al., 2004).

Dans le monde, environ un tiers de la part comestible des aliments destinés a la
consommation humaine est perdu ou gaspillé, ce qui équivaut a environ 1,3 milliards de
tonnes par an. Les denrées sont gaspillées tout au long de la chaine alimentaire, de la
production initiale a la consommation finale (FAO, 2012). Les végétaux forment une grande

partie de ces pertes non valorisées.

L’asperge, cultivée dans plus de 60 pays avec une production mondiale de plus de 8,7 millions
de tonnes en 2016, génere 1,3 millions de tonnes de coproduits tout au long de la chaine
alimentaire de la récolte a la consommation (FAOSTAT, 2016). La production canadienne
d’asperge en 2016 est de 1’ordre de 8 723 tonnes avec 1 691 ha de surface récoltée. Québec
possede 20 % de la superficie nationale de la culture d’asperge (Agriculture et Agroalimentaire
Canada « Profil de la culture de 1’asperge au Canada », 2015). Les coproduits issus de la culture
d’asperge sont de I’ordre de 15 %, représentant pour le Canada seul, en 2016, 1 305 tonnes
(Statistique Canada « Profil sectoriel de I’industrie horticole au Québec », 2016). Il existe donc
un besoin de valoriser ces grandes quantités de coproduits d’asperge qui représentent un
matériau de valeur a faible colt. Parmi les techniques développées pour valoriser les
coproduits végétaux se trouve le domaine de I’extraction des substances bioactives sous
forme isolées, concentrées et purifiées, pour une utilisation dans un large champ

d’application (additifs alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques et nutritionnels).



La valorisation des coproduits de 1’asperge (Asparagus officinalis L.), par I’extraction des
molécules bioactives, représente une solution prometteuse, car 1’asperge est riche en
molécules bioactives telles que des polyphénols, des flavonoides et des saponines (Huang
and Kong, 2006). Les polyphénols dans I’asperge sont principalement des flavonoides avec
une concentration allant de 25,9 & 76,3 mg/100 g a base de matiére fraiche (MF). La rutine
représente le flavonoide le plus dominant dans I’asperge avec une concentration > 70 % des
flavonoides totaux (Fuentes-Alventosa et al., 2008). Les saponines dans 1’asperge sont des
glycosides stéroidiens avec une dominance de la protodioscine avec une concentration allant
de 14 a 80 mg/100 g a base de matiére fraiche (MF) (Schwarzbach et al., 2006).

Les méthodes utilisées pour I’extraction des molécules bioactives des coproduits d’asperge
sont soient des méthodes conventionnelles qui se résument en extraction par macération,
soxhlet, reflux et la combinaison de ces techniques, soient des méthodes vertes « greens
technologies » qui se résument en extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par

micro-ondes et/ou extraction accélérée par solvant.

Dans le but de valoriser les coproduits d’asperge (Asparagus officinalis L.), ce projet vise a
développer une méthode d’extraction et de caractérisation des molécules bioactives dans les

coproduits de la production d’asperge en utilisant une technologie verte.



Chapitre 1 : Revue de la littérature
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1 Valorisation des résidus agricoles et alimentaires

La grande quantité des résidus produits par I'industrie alimentaire, en plus d'étre une grande
perte de matériaux de valeur, souléve également de sérieux problémes de gestion du point de
vue économique et écologique (Lin etal., 2013). Pour répondre a ces problemes économiques
et ecologique, la valorisation des résidus représente une solution prometteuse pour absorber
des millions de tonnes de résidus. La valorisation des coproduits de I’industrie alimentaire
permette de donner une deuxiéme vie aux coproduits et permet de limiter 1’utilisation des

sources énergetiques conventionnelles.

Selon la nature des coproduits & valoriser, plusieurs techniques de valorisation ont été
développées. La transformation de coproduits en biocarburants et en biosolvants représente
une valorisation trés prometteuse sur le plan économique ainsi qu’écologique. L’intégration
des coproduits dans le marché de I’alimentation animale représente aussi une technique
prometteuse de valorisation (Mirabella et al., 2014). Les coproduits de fruits et Iégumes ont
été valorisé dans le domaine des aliments fonctionnels vu que leurs intéréts santé (Maurya et
al., 2015).

Ce projet se concentrait sur la valorisation phytochimique des coproduits d’asperge en

partenariat avec deux entreprises Quéebécoise : Diana Food Canada Inc et Ferme du Domaine.

2 Présentation de la plante étudiée : Asperge : Asparagus officinalis L.

2.1 Définition

L'asperge (Asparagus officinalis L.) est une espéce monocotylédone de la famille des
Asparagaceae originaire de l'est du bassin méditerranéen. L’asperge est une plante vivace
dioique avec des plantes males et femelles. L’asperge est cultivée pour ses jeunes tiges, connues
sous le nom de turions, émergent du sol chaque printemps et collectés quotidiennement sur une
période d'environ deux mois. La plante a une période de repos en hiver, sauf dans les climats

chauds ou elle pousse toute I'année (Dore, 1990).

La culture des asperges a été pratiquée pour la premiére fois par les Grecs 200 av. J.-C et ensuite
par les Romains (Elena, 2007) . 1l existe plus de 300 espéces d’asperge mais une vingtaine

seulement sont comestibles.



Trois types d’asperge sont cultivés, identifiés par leur couleur de turions : verte, blanche ou
violette (Figure 1).Les asperges blanches sont favorisées en Europe, alors que les
consommateurs nord-américains préferent les asperges vertes, et un marché émerge actuellement

pour les asperges violettes.
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Figure 1 : Turions d’asperge : Verte (a), Blanche (b), Violette (¢)

2.2  Description
L'asperge est formée d’une partie pérenne appelée « couronne » qui a une structure de type
rhizome, des tiges droites appelées « turions », des feuilles fines ramifiées et des fruits sous

forme de baie rouge contenant des graines noires (Doré, 1990). (Figure 2)
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1. Turion d’asperge ; 2. Feuille d’asperge ; 3. Couronne d'asperge avec bourgeons et racines
charnues ; 4. Fleur d’asperge ; 5. Coupe verticale de la fleur d’asperge ; 6. Coupe verticale

d’une graine d’asperge ; 7. Ovaire ; 8. Coupe verticale de I’ovaire ; 9. Fruits d’asperge.

Figure 2 : Morphologie de la plante d’asperge

(Source www.asparagus-friends.com/the-asparagus-plant consulté le 15 mars 2017)




2.3 Production mondiale d’asperge
L’asperge est cultivée dans plus de 60 pays avec une dominance pour I’hémisphére nord avec

77 % de la production mondiale contre 23 % pour I’hémisphére sud (figure 3).
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(Source : FAOSTAT http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize consulté le 15 mars
2018).

Figure 3 : Production d’asperge par pays

L’ Asie posséde la plus grande production d’asperge avec 89,3 % de la production mondiale

d’asperge. (Figure 4)
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Figure 4 : Répartition mondiale de la production d’asperge

(Source : FAOSTAT http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize consulté le 15 mars
2018).




La production mondiale d’asperge en 2016 était de plus de 8,7 millions de tonnes avec une
surface récoltée de 1 530 567 ha (Figure 5).
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Figure 5 : Production/Superficie d’asperge dans le monde

(Source : FAOSTAT http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize consulté le 15 mars
2018).

Les grands producteurs mondiaux d’asperge sont la Chine avec 6,2 millions de tonnes, le Pérou
avec 289 395 tonnes, le Mexique avec 96 480 tonnes, 1’ Allemagne avec 88 066 tonnes et les
Etats-Unis d’ Amérique avec 56 573 tonnes.

Les autres pays producteurs importants sont le Thailande (56 549 tonnes), I’Espagne (53 597
tonnes), I’Italie (40 353 tonnes), le Japon (29 266 tonnes) et la France (20 317 tonnes). (Source :
FAOSTAT http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize consulté le 15 mars 2018).




2.4 Production canadienne d’asperge
La production canadienne d’asperge en 2016 est de 8 723 tonnes avec 1 691 ha de surface

récoltée (Figure 6)
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Figure 6 : Production/Superficie Canadienne d’asperge
(Source : FAOSTAThttp://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize consulté le 15 mars
2018).

L’Ontario produit 70 % d’asperge cultivée au Canada. L’asperge est aussi cultivée au Québec
(20 % de la superficie nationale) et en Colombie-Britannique (5 % de la superficie nationale).
(Source : Agriculture et Agroalimentaire Canada « Profil de la culture d’asperge au Canada »,

2015 www.agr.qgc.ca/cla-profilsdeculture consulté le 15 mars 2018)
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Figure 7 : Superficie de la culture des asperges au Québec, Ontario et Canada de 2003 a
2015.

(Source : Statistique Canada « Profil sectoriel de I’industrie horticole au Québec », 2016

www.stat.gouv.qc.ca consulté le 15 mars 2018).

L’asperge est surtout destinée au marché frais. La consommation annuelle d’asperge par
personne au Canada est de I’ordre de 0,6 kg d’asperge fraiche et de 0,35 kg d’asperge en
conserve. Les déchets issus de la culture d’asperge sont de 1’ordre de 15 %, représentant pour
le Canada seul, en 2016, 1 305 tonnes de déchets exploitables pour la valorisation en composés

bioactifs. (Source : Statistique Canada « Profil sectoriel de 1’industrie horticole au Québec »,

2016 www.stat.gouv.gc.ca consulté le 15 mars 2018).

2.5 Coproduits d’asperge

La commercialisation d’asperge au Canada est régie par des normes qui précisent la taille de
la tige d’asperge (turion) ainsi que le diametre de cette tige. La taille de turion d’asperge est
souvent fixée a 23 cm alors que le diamétre est de 8 & 9 mm (Source : Agence canadienne
d'inspection des aliments « Asperges » http://www.inspection.gc.ca site consulté le 15 avril
2017).
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Les tiges d’asperge qui sont de taille inférieure a 23 cm et de diamétre inférieur a 8 mm sont
considérées comme des rejets et constituent des coproduits valorisables (figure 8).Les tiges de

taille supérieure a 23 cm sont coupées a 23 cm et les parties eliminées sont considérées comme

des coproduits (figure 9).

Figure 8 : Turions d’asperge de calibre inférieur. Figure 9 : Parties coupées des turions d’asperge

2.6 Effet sur la santé et composés majeurs d’asperge

Les asperges (Asparagus officinalis L.) sont connues comme une source riche en composés
phytochimiques (Maeda et al., 2005). Dans plusieurs études pharmacologiques, les asperges
ont démontré plusieurs activités biologiques telles que I’atténuation de la colique ulcéreuse et
la modulation du microbiote intestinal (Power et al., 2016) ainsi que les activités cytotoxiques
(Shao et al., 1997), anti-inflammatoires (Jang et al., 2004), antimutageénes (Xinhui and Jing, 2001)
et antifongiques (Shimoyamada et al., 1990). Les composeés bioactifs présents dans les turions
d’asperge et responsables de ses effets sur la santé sont principalement les polyphénols et les
saponines (Motoki et al., 2012, Huang and Kong, 2006).

Les polyphénols dans I’asperge sont principalement des flavonoides avec une concentration allant
de 25,9 a 76,3 mg/100 g a base de matiére fraiche (MF). La rutine représente le flavonoide le plus
dominant dans I’asperge avec une concentration > 70 % des flavonoides totaux (Fuentes-Alventosa
et al., 2008). L’asperge contient aussi les acides hydroxy-cinnamiques, en particulier l'acide
férulique qui a un fort pouvoir antioxydant et pouvant étre bénéfique dans la prévention des
désordres liés au stress oxydatif, y compris la maladie d’Alzheimer, le diabéte, les cancers,
I'hypertension, 1’athérosclérose et les maladies inflammatoires (Zhao and Moghadasian, 2008). Les
saponines dans I’asperge sont des glycosides stéroidiens avec une dominance de la protodioscine
avec une concentration allant de 14 a 80 mg/100 g a base de matiére fraiche (MF) (Schwarzbach
et al., 2006).
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3 Les polyphénols

3.1 Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans les plantes en réponse aux
stress écologiques et physiologiques (Khoddami et al., 2013). Ils possedent un ou plusieurs
cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles allant de molécules phénoliques
simples de 500 Dalton a des composés fortement polymérisés avec des poids moléculaires de
plus de 30 000 Dalton (Bravo, 1998). Les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles ayant la capacité de précipiter certains alcaloides, la gélatine et autres protéines
de la solution (Haslam and Cai, 1994). Le terme ‘polyphénols’ est un terme collectif pour

plusieurs sous-groupes de composés phénoliques.

Les polyphénols sont largement distribués dans le régne végeétal et sont les métabolites
secondaires les plus abondants des plantes, avec plus de 8 000 structures phénoliques connues,
allant de simples molécules telles que les acides phénoliques jusqu’a des substances fortement
polymérisées telles que les tanins (Dai and Mumper, 2010). lls sont présents dans différentes
parties des plantes selon I’espéce végétale et le composé phénolique considéré (Di Ferdinando
etal., 2014, Agati et al., 2012)

Les composés phénoliques sont des constituants largement répandus des aliments végétaux
(fruits, legumes, céréales, olives, légumineuses, chocolat, etc.) et des boissons (thé, café, biere,
vin, etc.) et responsables de plusieurs propriétés organoleptiques des aliments végétaux (Dali
and Mumper, 2010).

Comme la plupart des métabolites secondaires, les polyphénols sont synthétisés par les plantes

afin d’accomplir certaines fonctions. 1ls sont géneralement impliqués dans :

e Lacroissance et la reproduction des plantes ;

e Ladéfense contre les rayonnements ultraviolets ;

e Ladéfense contre I'agression par les pathogenes, les parasites et les prédateurs ;

e La production des ardmes et parfums et la contribution dans la pigmentation ;

e La protection des cultures contre la peste et la germination des graines avant la récolte
(Dai and Mumeper, 2010, Bravo, 1998).
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3.2 Classification des polyphénols
Les polyphénols constituent le groupe de produits naturels le plus distribué dans le régne
vegetal. Cette large distribution a conduit a differentes fagons de classer ces composeés en se

basant sur I’origine, la fonction biologique ou la structure chimique (Tsao, 2010)

En utilisant la classification selon la structure chimique, les polyphénols sont divises en
plusieurs classes selon le nombre des anneaux phénoliques qu’ils contiennent et les éléments

structuraux qui lient ces anneaux entre eux.

Les principaux groupes de polyphénols sont : les acides phénoliques, les flavonoides, les

alcools phéenoliques, les stilbenes et les lignanes (D Archivio et al., 2007).

3.2.1 Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont subdivisés, en se basant sur les squelettes C1-C6 et C3-C6, en

deux principaux types : I'acide benzoique et les dérivés d'acide cinnamique (figure 10).

0
: /
f H H
OH
R=0 p-coumaric acid Caffic acid, R=H;
P_rntlu ‘.mt.hm ad, R =H, ) HO Chlorogenic acid, R = 5-quineyl;
Vanillic acid, R = OCH, Cryptockloregenic acid, R = 4-quinoyl;
Neachlorogenic acid, R = 3-quinoyl;
R—0Q
0 HiCO 0
H
OH H OH
simapic acid
R=0 Callic cid, R= H; P
Syringicacid, R = OCH, HyCO HyCO
Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 10 : Structure des acides phénoliques

(Adapté de (Tsao, 2010))
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3.2.2 Les flavonoides
Les flavonoides représentent la classe la plus répandue des composés phénoliques dans le régne
vegetal. La structure de base d'un flavonoide est formée de deux cycles en C6 (A et B) reliés

par une chaine en C3 qui peut évoluer en un cycle C (hétérocycle) (Figure 11).

ﬁ.
.
0
(8]

Figure 11 : Structure de base d’un flavonoide.

(Adapté de (Heller and Forkmann, 1994))

Les principaux sous-groupes des flavonoides sont : les flavones, les flavonols, les anthocyanes,
les isoflavones les flavan-3-ols, et les flavanones. 1l y a d’autres flavonoides qui se trouvent a
faible concentrations dans les aliments tels que les flavane-3,4-diols, les dihydroflavonols, les

coumarines, les dihydrochalcones, les chalcones, et les aurones (figure 12).

o SO

Flavonol (2) Flavone (3) Flavan-3-ol (4) Anthocyanidin (5)
o] ~© 0] o O C O
Q] & L
O - )
o o] le) CH
Flavanone (6) Isoflavone (7) Dihydroflavonol (8) Flavan-3,4-diol (9)
5t ® (0 :
A& 4
g X I o 403
Coumarin (10) Chalcone (11) Dihydrochalcone (12) Aurone (13)

Figure 12 : Structures chimiques des sous-groupes des flavonoides.

(Adapté de (Crozier et al., 2009)).
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3.2.2.1 Flavonols
Les flavonols ont une double liaison entre C2 et C3, avec un groupe hydroxyle en position C3
(figure 13). lIs représentent les flavonoides les plus omniprésents dans les aliments avec la
quercétine le composé le plus représentatif. Les principales sources de flavonols sont les
oignons (jusqu'a 1,2 g/kg de poids frais), le chou frisé, les poireaux et le brocoli.
Il est important de noter que la biosynthese des flavonols est stimulée par la lumiére (D
Archivio et al., 2007)

Flavonol
5 7 ¥ 4’ 5
Qucrcetin OH OH oH OH -
Kaempferol OH OH - OH -
Myricetin oH (818 Okl Ol OH

Figure 13 : Structures chimiques des flavonols
(Adapté de (Di Carlo et al., 1999)).
3.2.2.2 Flavones
Les flavones ont une double liaison entre C2 et C3 et sont les flavonoides les moins communs

(figure 14). Les flavones se distinguent des flavonols par ’absence de OH en C3. Les flavones
se trouvent essentiellement dans le céleri, le persil et quelques fines herbes (Crozier et al., 2009)

Flavone
] 6 7 4"
Apigenn OH - OH Ol
[Baicalein OH OH Ol .
Chrysin Ok - OH -

Figure 14 : Structures chimiques des flavones

(Adapté de (Di Carlo et al., 1999)).
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3.2.2.3 Flavanones
Les flavanones se caractérisent par la présence d'une chaine saturée a trois atomes de carbone
et d'un atome d'oxygene dans le C4 (figure 15). lls sont généralement glycosylés par un
disaccharide dans C7. Les flavanones sont présents a haute concentration uniquement dans les
agrumes, mais ils sont également trouvés dans les tomates et certaines plantes aromatiques

telles que la menthe (D Archivio et al., 2007).

Flavanone

5 7 4
Naringenin -~ OH Ol Ol

Figure 15 : Structure chimique des flavanones.
(Adapté de (Di Carlo et al., 1999))

3.2.2.4 lsoflavones
Les isoflavones different des autres flavonoides, par la liaison de lI'anneau B a I'hétérocycle C
a C3, et non pas a C2 (Crozier et al., 2009). Les isoflavones sont contenues presque

exclusivement dans les légumineuses (D Archivio et al., 2007)

Isoftavone
5 7 q'
Genistein OH OH Ol

Figure 16 : Structures chimiques des isoflavones.

(Adapté de (Di Carlo et al., 1999)).
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3.2.2.5 Flavan-3-ols
Les flavan-3-ols ou flavanols sont un sous-groupe de flavonoides avec un carbone C3 saturé
dans I'nétérocycle C. Ils représentent la sous-classe de flavonoides la plus complexe allant des
simples monomeres (catéchine et épicatéchine), aux polymeres de proanthocyanidines qui sont

connus aussi comme des tanins condensés (D Archivio et al., 2007).

OH OH OH

<J),OH t OH @EOH
HO ”/OH HO OH HO OH
(-)-Epicatechin (+)-Catechin (+)-Gallocatechin

OH OH

OH OH
A OH N

(-)-Epigallocatechin (-)-Epigallocatechin gallate (-)-Epicatechin gallate

Figure 17 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols.

(Adapté de (Crozier et al., 2009)).

3.2.2.6 Les anthocyanes
Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles, responsables de la plupart des couleurs
rouge, bleu et violet des fruits, lIégumes et fleurs (Mazza et al., 2004). Les anthocyanes sont
largement distribués dans I'alimentation humaine, ils se retrouvent dans le vin rouge, certaines
variétés de céréales et certains [égumes mais ils sont plus abondants dans les fruits (D Archivio
etal., 2007).
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Les anthocyanes englobent les anthocyanidines et les anthocyanosides. Les anthocyanidines
sont des flavonoides contenant un hétérocycle pyrrole, alors que les anthocyanosides se
différent par la présence d’un sucre. La pélargonidine (couleur rouge-orange), la cyanidine
(couleur rouge magenta) et la delphinidine (couleur mauve) representent les anthocyanidines

les plus courants (Crozier et al., 2008).

Anthocyanidin Ry R,
Cyanidin OH H
Delphinidin -OH -0OH
Pelarzonidin -H -H

Malvidin -OCH; -0OCH;

Peonidin 0OCH; -H

Petunidin -OH -OCH;
Anthocyanidins

Figure 18 : Structures chimiques des anthocyanidines les plus courants
(Adapté de (Tsao, 2010)).

3.2.3 Alcools phénoliques

Les alcools phénoliques sont des composés qui possédent au moins une fonction alcool
et une fonction phénol. Le tyrosol (4-hydroxyphényléthanol) et I'nydroxytyrosol (3,4-
dihydroxyphényléthanol) sont les principaux alcools phénoliques. Ils sont contenus
principalement dans de I'huile d'olive extra vierge (40,2 et 3,8 mg/kg respectivement) (D
Archivio et al., 2007, Cabrini et al., 2001).
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Phenolic alcohols

OH
s

e
R,
R,

R,=0H, R,=H: Tyrosol
R,=R.=0H: Hydroxytyrosol

1

Figure 19 : Structures chimiques des principaux alcools phénoliques

(Adapté de (D Archivio et al., 2007))

3.2.4 Stilbenes

Les stilbénes sont formées de deux noyaux benzéniques liés par une molécule d'éthanol ou
d'éthyléene (Moreno and Peinado, 2012). lls sont produits par les plantes en réponse a une
infection par des agents pathogenes ou a une variété de conditions de stress (D Archivio et al.,
2007, Delmas et al., 2006, Bavaresco, 2003). Le représentant principal des stilbenes est le
resvératrol (3,5,4'-trinydroxystilbene) qui se présente sous forme d'isomere cis et trans (Figure
20).

HO

f’f\_ﬁ\—r'nzru\i_}nu

Trihydroxy-3-5-4"-stilbene

HO

Figure 20 : Structure chimique du resveratrol

(Adapté de (Moreno and Peinado, 2012)).
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3.2.5 Lignanes

Les lignanes sont produits par dimérisation oxydante de deux unités de phénylpropane (figure
21). lls sont principalement présents dans la nature sous la forme libre, alors que leurs dérivés
glycosides ne sont qu'une forme mineure. L'intérét pour les lignanes augmente en raison des
applications potentielles en chimiothérapie et divers autres effets pharmacologiques (D
Archivio et al., 2007).

Lignans
CHq0 :O/\/ CHz0H
HO ~" ™ CH,OH
/ |
R
) - 0OCH,
Secoisolariciresinol -
OH

Figure 21 : Structure chimique des lignanes.

(Adapté de (D Archivio et al., 2007)).

3.3 Propriétés biologiques et thérapeutiques des polyphénols

Les polyphénols attirent de plus en plus l'attention en tant que des agents potentiels pour la
prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif. Au cours des deux derniéres
décennies, les polyphénols ont été largement étudiés et plusieurs bioactivités de ces composés ont
été relevées (Li et al., 2014). Les polyphénols sont des antioxydants qui ont plusieurs propriétés
biologiques : anti-diabétique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, cardioprotectrice, antivirales
antiasthmatique, antiseptique, hépato-protecteur, antifongique, antibactériennes, antivirales
etc. (figure 22).(Kumar and Pandey, 2013).
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Figure 22 : Propriétés biologiques et thérapeutiques des polyphénols.

(Adapté de (Kumar and Pandey, 2013)).

4  Lessaponines

4.1 Définition

Les saponines appelées aussi saponosides sont une classe spécifique de métabolites
secondaires, produits naturels abondamment retrouvés dans le régne végétal (Sparg et al.,
2004). Leur nom provient du latin « sapo » signifiant « savon » en raison de leurs propriétés
a former des solutions moussantes en présence d'eau (Vincken et al., 2007). Les saponines
agissent comme une barriére chimique contre les agents pathogeénes et les herbivores (Cheok
etal., 2014).
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Les saponines se trouvent dans les tissus végétaux qui sont les plus vulnérables aux attaques
fongiques, bactériennes et des insectes (Cheok et al., 2014). Structuralement parlant, les
saponines sont constituées d'un squelette stéroidique ou triterpénique porteur d’une
(monodesmoside) ou de plusieurs (bidesmoside, tridesmoside) sections sucres. La nature

des sections osidiques retrouvées a l'intérieur des saponines est tres variée.

Les monosaccharides les plus courants sont le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, le
L-arabinose, le D-xylose, le D-fucose, 1’acide D-glucuronique et I'acide D-galacturonique
(Deore et al., 2009).

4.2 Classification des saponines

Selon la nature de I’aglycone, les saponines sont classées en deux groupes :

» Saponines stéroides (ou stérordiques): Elles sont presque exclusivement présentes chez
les angiospermes monocotylédones et possédent un squelette de spirostane (figure 23
A) avec 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles. Dans certains cas,
le groupe hydroxyle en position 26 est engagé dans une liaison glycosidique pour donner

un squelette de furostane (figure 23 B) (Sparg et al., 2004).

Figure 23 : Squelettes de spirostane stéroidien (A), furostane stéroidien (B)

(Adapté de (Sparg et al., 2004))
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» Saponines triterpénes : Elles sont les plus abondantes et se trouvent principalement dans
les angiospermes dicotylédones. Les saponines triterpenes sont constituées d'un aglycone
triterpénoide (figure 24) formé d'un squelette de 30 atomes de carbone.(Sparg et al., 2004).

Elles sont des dérivés du noyau a ou - amyrine (Deore et al., 2009).

Figure 24 : Squelette de saponine triterpénoide

(Adapté de (Sparg et al., 2004)).

4.3 Distribution des saponines dans le regne végétal

La présence de saponines a été signalée dans plus de 100 familles de plantes et dans quelques
sources marines telles que les étoiles de mer et les Holothuries. Les saponines stéroidiennes se
trouvent principalement dans les monocotylédones (comme les agavaceae, les dioscoréacées et
les liliacées) et les saponines triterpéniques sont principalement présentes dans les dicotylédones
(Iégumineuses, araliaceae, caryophyllaceae) (Giicli-Ustiindag and Mazza, 2007). Les sources

les plus connues de saponines sont présentées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Les sources les plus connues de saponines

(Adapté de (Deore et al., 2009)).

Dénomination

Dénomination botanique

Soya Glycine max

Pois chiches Cicer arietinum
Haricot mungo Phaseolus aureus
Arachide Arachis hypogaea L
Feve Vicia faba

Haricots rouges Phaseolus vulgaris
Lentille Lens culinaris
Poireau Allium ampelopraum var. porrum L
Ail Allium sativum
Asperge Asparagus officinalis
Epinard Spinacia oleracea
Betterave Beta vulgaris L

Thé Camellia sinensis

Patate douce

Dioscorea villosa

Bois de Panama

Quillaja saponaria

Fenugrec Trigonella foenum-graceum
Luzerne Medicago sativa
Marronnier d'Inde Aesculus hippocastanum
Réglisse Glycyrrhiza glabra

Salsepareille du Honduras

Smilax regelii

Saponaire officinale

Saponaria officinalis

Yucca Yucca schidigera
Gypsophile paniculée Gypsophila paniculata
Ginseng Panax genus

Les saponines peuvent exister dans différentes parties des plantes telles que les racines, les

grains, les tiges, les pulpes, les écorces, les fleurs, les fruits, les feuilles, les péricarpes et les

tubercules (Cheok et al., 2014).
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4.4 Propriétés biologiques et pharmacologiques des saponines

Les saponines possedent plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques (Sparg et al.,

2004) ;

Propriétés hémolytiques (Oda et al., 2000);

Augmentation des réponses immunitaires (Estrada et al., 2000);
Activiteé antibactérienne et antimicrobienne (Killeen et al., 1998);
Activité antifongique et anti-levure (Sindambiwe et al., 1998, Li et al., 1999);
Activité antioxydante (Huang and Kong, 2006);

Cytotoxicité (Itabashi et al., 1999);

Activité antitumorale (Lee et al., 1999);

Activité hypocholestérolémiante (Wang and Ng, 1999);

Activité molluscicide (Sindambiwe et al., 1998);

Activité anti-inflammatoire (Just et al., 1998).

Activité antiparasitaire (Delmas et al., 2006, Traore et al., 2000);
Activité antivirale (Simdes et al., 1999);

Activité hépato-protectrice (Yoshikawa et al., 2003);

Potentiel d’adjuvant (Estrada et al., 2000).

5 Les techniques d’extraction des molécules bioactives

Les techniques d'extraction employées dans I'extraction des molécules bioactives peuvent

étre classées en deux catégories (Cheok et al., 2014) :

Les techniques conventionnelles qui sont basées sur la solubilité d’un soluté dans un
solvant. Ces techniques utilisent souvent une grande quantité de solvant pour extraire
le soluté désiré. Les techniques conventionnelles se résument en extraction par
maceération, soxhlet, reflux ou la combinaison de ces techniques.

Les techniques vertes « greens technologies » qui donnent plus d’efficacité, moins de
temps et utilisent des matieres premiéres renouvelables, par consequent moins de
pollution. Les techniques vertes se résument essentiellement en extraction assistée
par ultrasons (UAE), extraction assistée par micro-ondes (MAE), extraction accélérée

par solvant (ASE) et extraction par fluide supercritique (SFE) (Ligor et al., 2018).
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5.1 Les techniques conventionnelles d’extraction des molécules bioactives

5.1.1 Macération

La macération est une extraction solide-liquide dans lequel le composé bioactif (soluté) a
I'intérieur de la matiére végeétale est extrait par un solvant spécifique pendant une période de
temps bien déterminée. L'efficacité du processus de macération est déterminée par deux
facteurs principaux la solubilité et la diffusion. La macération est le choix le plus frequent
des chercheurs vu la simplicité de la mise d’un systéme d’extraction par macération.
L’inconvénient de la macération est la longue durée d’extraction réduite toutefois par

agitation (Cheok et al., 2014).

5.1.2 Extraction par reflux et par soxhlet

L'extraction par reflux ainsi que par Soxhlet est basée sur un procédé de distillation qui est
largement utilisé dans les laboratoires et les industries alimentaires et non alimentaires
(Cheok et al., 2014). Le procédé consiste a chauffer une solution a ébullition puis a renvoyer
les vapeurs condensées dans le ballon d'origine. L’extraction par Soxhlet differe de
I’extraction par reflux par le placement de la matiére végétale dans une cartouche et non pas

dans le ballon (figure 25).

1 Agitateur magnétique va T
2 Ballon 4 col rodeé N =
3 Retour de distillation (tube ‘ °

d'adduction) * Sl |

4 Carps en verre =
f Filtre =
& Haut du siphon I =
7 Sortie du siphan 2 | - | | | [-Lm
8 Adaptateur d'expansion 1 ,5 ’ =
§ Condenseur .

2 . I —

10 Entrée de 'eau de refroidissement 4 Y i— —j
., /

11 Sortie de l'eau de refroidissement R —

Figure 25 : Représentation schématique d'un extracteur Soxhlet
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5.1.3 Extraction par méthodes d’extraction conventionnelles successives
Cette technique consiste a utiliser deux méthodes d’extraction conventionnelles successivement

dans le but d’obtenir des molécules bioactives hautement purifiées (Cheok et al., 2014).
5.2 Les techniques vertes d’extraction des molécules bioactives

5.2.1 Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’extraction assistée par ultrasons consiste a traiter sous ultrasons un solide, sec ou humide,
en contact avec un solvant. Le phénoméne des ultrasons consiste a créer des bulles de
cavitation dans le solvant permettant de dénaturer la paroi de la cellule végeétale. Les ultrasons
permettent d’accélérer 1’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un

meilleur rendement d'extraction des composés bioactifs (Cheok et al., 2014).

Deux types d’équipements & ultrasons sont couramment utilisés dans les laboratoires. Le
premier est le bain a ultrasons qui est couramment utilisé pour la dispersion de solides dans
un solvant ou pour le dégazage des solutions. Le second équipement, une sonde a ultrasons,
est beaucoup plus puissant en raison d’une intensité ultrasonore délivrée sur une petite

surface (pointe de la sonde) par rapport au bain a ultrasons.

5.2.2 Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques non ionisantes avec une gamme de
fréquences de 0,3 a 300 GHz. Les micro-ondes sont capables de pénétrer dans les biomatériaux
et de générer de la chaleur en interagissant avec les molécules polaires comme I'eau. L’interaction
entre les micro-ondes et les molécules polaires conduit & un surchauffage interne et une
perturbation de la structure cellulaire facilitant la diffusion du composé bioactif a partir de la
matrice végétale (Cheok et al., 2014, Takeuchi et al., 2009).

5.2.3 Extraction accélérée par solvant (ASE)

L’extraction accélérée par solvant (ou PLE : extraction par liquide pressurisé) est une
technique d'extraction moderne utilisée pour 1’extraction des molécules bioactives en
utilisant des solvants a haute température et haute pression, mais sans atteindre le point
critique (Ligor et al., 2018). L’extraction accélérée par solvant Se caractérise par un temps
d’extraction court (15-25 minutes) et un volume réduit de solvant utilisé (15-45 ml) (Cheok
etal., 2014).
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5.2.4 Extraction par fluide supercritique (EFS)

L'extraction par fluide supercritique est une technique d'extraction verte utilisée pour
I'extraction d'une grande variété de molécules bioactives. L'extraction par fluide supercritique
présentant les avantages d'étre rapide, sélective et économise les solvants. L'état supercritique
se produit lorsque la température et la pression du fluide sont élevées au-dessus de son point
critique. Le dioxyde de carbone est le solvant le plus utilise dans I'extraction par fluide

supercritique (Ligor et al., 2018).

6 Selection du solvant de I’étude selon les principes de la chimie verte

Depuis leur apparition dans la littérature, les termes « vert » et « durable » sont de plus en
plus utilisés et sont de nos jours omniprésents dans plusieurs domaines de recherche.
L'origine de la « chimie verte » pourrait étre attribuée au lancement de Il'initiative « Care »
par le Conseil américain de chimie. La chimie verte peut étre considérée comme le contexte
scientifique et économique dans lequel les universités, I'industrie et le gouvernement tentent
de converger leurs efforts pour le développement d'une civilisation durable. L’objectif
principal de la chimie verte est d’intégrer la sécurité, la prévention de la pollution, la
minimisation des déchets et I'optimisation énergétique dans les processus chimiques existants
(Vaccaro, 2016).

Les solvants utilisés dans I’industrie chimique et pharmaceutique sont couramment des
solvants pétrochimiques non renouvelables, inflammables et nocifs pour 1’environnement.
Pour se conformer aux principes de la chimie verte, les industriels et les chercheurs sont de
plus en plus orientés vers les solvants renouvelables, biodégradables et non toxiques issus de
produits naturels (Capello et al., 2007). Le solvent vert le plus utilisé en industrie chimique
et pharmaceutique est 1’éthanol vu sa disponibilité, son prix, sa non-toxicité et sa nature

biodégradable.

Ce projet de recherche est fait dans une vision verte d’ou 1’utilisation de I’éthanol et ’eau

comme solvants principales de 1’extraction.
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7 Valorisation des coproduits d’asperge dans la littérature

L'asperge est une plante a forte valeur ajoutée avec une forte intensité de main-d'ccuvre et une
croissance continue a travers le monde. L’industrie d’asperge génere des milliers de tonnes de
déchets vu que seulement 50 % de la tige d’asperge est utilisée pour la consommation humaine
alors que le reste est considéré comme un coproduit (Jaramillo-Carmona et al., 2013).
Traditionnellement les coproduis ont été utilisés pour I'alimentation animale ou laissés dans le
sol pour fertiliser la terre pour la prochaine génération d’asperge (Chen et al., 2014). Des études
récentes ont révélées que les coproduits d’asperge sont riches en plusieurs molécules bioactives
(principalement des polyphénols et des saponines) présentes déja dans la partie comestible
d’asperge (Jaramillo-Carmona et al., 2013). Ces études ont augmenté la valeur des coproduits
d’asperge et plusieurs travaux de valorisation de ses coproduits ont été lancés durant les dix

derniéres années.

En 2015, les coproduits d’asperge ont été utilisés comme matériaux pour obtenir des composés
antioxydants par extraction solide-liquide. L’effet de différents paramétres (les solvants
d'extraction, le temps, la température et le rapport soluté-solvant) sur I’extraction des
polypheénols, des flavonoides et l'activité antioxydante a été étudié. L'activité antioxydante de
I'extrait des coproduits d’asperge a été évaluée par HPLC- ABTS" et les molécules bioactives ont
été identifiees par HPLC-MS/MS. Les résultats ont montré que le rendement d'extraction était
significativement influencé (p < 0,05) par la composition du solvant, le temps d'extraction et la
température. Les parametres appropriés étaient 50 % d'éthanol avec un rapport soluté-solvant de
1:30 a2 80 °C pour de 2 h (Fan et al., 2015).

En 2014, les coproduits d’asperge ont été utilisés pour produire des peroxydases afin de les
utiliser dans la biorestauration des eaux usées contaminées par des phénols comme le 4-
chlorophénol, le 2,4-dichlorophénol, et 1’hydroxytyrosol. La peroxydase a été purifiée par
une chromatographie a échange d'ions et les valeurs optimales de pH et de température étaient

respectivement de 4 et 25 °C (Jaramillo-Carmona et al., 2013).
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En 2013, les coproduits d’asperge ont été utilisés dans le développement d’un extrait de
composeés bioactifs par un traitement hydrothermal (121 °C pendant 2 heures avec 1’eau comme
solvant d'extraction). Deux fractions ont été obtenues apres le traitement hydrothermal : un
extrait aqueux contenant la plupart des composés bioactifs solubles et un résidu fibreux formant
la fibre bioactive d’asperge. Le procédé comprend une étape de purification en utilisant une
résine absorbante afin de purifier les composés bioactifs recherchés (Fuentes-Alventosa et al.,
2013).

En 2009, les coproduits d’asperge ont été utilisés pour produire des poudres riches en fibres
alimentaires en utilisant plusieurs traitements. L’influence de 1'intensité du traitement (intense
de 90 minutes a 60 °C ou doux de 1 minute a température ambiante), le solvant et le systeme
de séchage (lyophilisation ou traitement au four a 60 °C pendant 16 heures) ont été etudiés.
L’étude a montré que les coproduits d’asperge forment une source de production des poudres
riches en fibres alimentaires utilisées dans la formulation des aliments enrichis en fibres
(Fuentes-Alventosa et al., 2009).
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Problématique, hypothése de recherche, objectif principal et objectifs spécifiques
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1 Problématique

La culture d’asperge génere une quantité importante de coproduits riches en molécules
bioactives, essentiellement des polyphénols et des saponines, qui pourront étre valorises aux
marchés des aliments santé. Selon la littérature, la production d’extrait riche en polyphénols
et en saponines passe toujours par 1’utilisation de solvants pétrochimiques. Les solvants
pétrochimiques sont efficaces pour 1’extraction de ces molécules, mais ils sont nocifs pour
I’environnement et la santé humaine. Les solvants pétrochimiques sont de sources non

renouvelables et toxiques donc non conformes aux exigences de la chimie verte.

2 Hypothese
Les coproduits d’asperge, riches en molécules bioactives, peuvent étre valorisés par la
production d’extraits bioactifs pour le marché des produits de santé naturels et des aliments

fonctionnels en utilisant une extraction verte.

3 Objectif principal
Concevoir et développer un procédé efficace d’extraction et caractérisation des molécules

bioactives dans les coproduits de la production d’asperge en utilisant une technologie verte.

4 Objectifs spécifiques

e Quantification et identification des molécules bioactives dans deux segments de la
tige d’asperge (parties supérieure et inférieure);

e Quantification et identification des molécules bioactives dans différentes variétés
d’asperge;

e Quantification et identification des molécules bioactives dans les coproduits de la
variété Guelph Millennium;

e Développement et mise au point d’un protocole d’extraction et de dosage des

saponines dans les coproduits d’asperge.
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Chapitre 2 : Etudes des polyphénols et des flavonoides dans 1’asperge et ses coproduits
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1 Etudes des polyphénols et des flavonoides dans deux segments de la tige d’asperge

1.1  Matériel

Les asperges utilisées dans 1’étude des polyphénols et des flavonoides dans les deux segments
de la tige d’asperge sont des asperges commercialisées sur le marché québécois provenant
du Mexique et appartenant au cultivar UC157. Des leur réception, les turions d’asperge ont

été coupés en deux parties (parties supérieure et inférieure) et stockés a -80 °C (figure 26).

Figure 26 : Turions coupés d’asperge : partie supérieure et partie inférieure.

1.2 Réactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-Royal,
Québec, Canada). L’éthanol 95% et 1’acétone utilisés pour l'extraction et la quantification sont
de grade ACS et ont été achetés des Alcools de Commerce Inc (Boucherville, Québec, Canada).
L'eau ultrapure a été produite en utilisant un systeme milli-Q de Millipore Sigma (Burlington,
Massachusetts, Etats-Unis). Le réactif de Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium, le chlorure
d’aluminium, I’acétate de potassium, la quercétine et ’acide gallique ont été achetés de Sigma-

Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).
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1.3 Extraction et quantification des polyphénols totaux dans deux segments de la

tige d’asperge

1.3.1 Méthode

L’extraction des polyphénols dans les parties supérieure et inférieure de la tige d’asperge du
cultivar UC157 a été faite par une double extraction de 1 heure. Les asperges ont été broyées et
10 grammes ont été extraits par sonication par 20 ml de 100 % méthanol pendant 30 minutes.
Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a été effectuée et le surnageant a éteé
récupéré. Le résidu a subi une deuxiéme extraction par sonication par 16 ml d’acétone et 4 ml
d’acide acétique 2 % pendant 30 minutes. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/
minute a été effectuée et le surnageant a été récupéré pour I’analyse (figure 27). Toutes les

analyses ont été faites avec trois répetitions.

Figure 27 : Extraction des polyphénols totaux dans les parties supérieure et inférieure de la

tige d’asperge

La quantification des polyphénols totaux dans les deux segments de la tige d’asperge a été
effectuée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002) qui
consiste a une analyse par spectrométre a 765 nm en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

et le carbonate de sodium. L’acide gallique a été utilisé comme standard.
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La droite d’étalonnage est obtenue en soustrayant la moyenne du blanc a partir des données
d’absorbance lues grace aux standards. La concentration en polyphénols est calculée en
utilisant une droite de régression linéaire (Y= a + b X) entre la concentration en acide gallique
Y (ppm) et I’absorbance (X).

La concentration de 1’échantillon est calculée comme la valeur de polyphénols totaux

exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’échantillon.
Polyphénols totaux (mg Acide gallique / g échantillon) = (C*D*V) / (1000*P)

C = concentration en polyphénols totaux dans 1’extrait (g/l) ; D = facteur de dilution.
V = volume d’extraction ; P = poids de I’échantillon en grammes.

La courbe de régression, en utilisant 1’acide gallique comme standard, est Y= 324,21 X avec
r’ =0,9986.

1.3.2 Résultats et Discussion

Tableau 2 : Quantification des polyphénols totaux dans deux segments de la tige d’asperge

Polyphénols Polyphénols Polyphénols Polyphénols Polyphénols

dans la MF dans la MS dans MF dans la MS dans I'extrait
(g EAG/Kg) (g EAG/Kg) en % en % sec en %
Partie
o 0,42 + 0,03 6,0+0,3 0,042 + 0,003 0,60 + 0,03 1,05+ 0,07
inférieure
Partie
o 0,96 + 0,06 11,5+0,6 0,096 + 0,007 1,15+ 0,06 29202
supérieure

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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Figure 28 : Quantification des polyphénols totaux dans les parties supérieure et inférieure de

la tige d’asperge.

Le tableau 2 ainsi que la figure 28 représentent la quantité des polyphénols totaux dans les
deux segments de la tige d’asperge. La partie supérieure du turion d’asperge a montré une
quantité de 960 mg EAG/Kg de matiére fraiche et 11,5 g EAG/kg de matiére seche de
polyphénols totaux. La partie inférieure du turion d’asperge a présenté approximativement la
moitié de la quantité des polyphénols contenue dans la partie supérieure avec 420 mg EAG
/kg de matiére fraiche et 6 g EAG/kg de matiere séche. La différence entre la partie supérieure
et la partie inférieure est significativement élevée (p < 0,05). Les résultats obtenus sont
confirmés par les travaux de Chin et Garrison qui ont montré que la concentration des
polyphénols est plus élevée dans la partie supérieure de la tige d’asperge (Chin and Garrison,
2005). La concentration de rutine, flavonoide abondant dans 1’asperge, atteint son maximum
a extrémité de la tige et diminue a mesure qu’on se rapproche de la base (Stoffyn et al.,
2012). Bien que la partie inférieure contienne la moitié des polyphénols totaux contenus dans
la partie supérieure, cette valeur reste importante (420 mg EAG /kg MF et 6 g EAG /kg MS)
par rapport a quelques autres legumes et fruits a savoir (Radis 384 mg/kg MF ; Poireau 327
mg/kg MF ; Kiwi 281 mg/Kg MF ; Orange 310 mg/kg MF) (Brat et al., 2006). Les résultats
obtenus favorisent I’exploitation et la valorisation de cette partie inférieure de la tige qui est

similaire aux coproduits d’asperge.
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1.4 Extraction et quantification des flavonoides totaux dans deux segments de la tige

d’asperge

1.4.1 Meéthode

L’extraction des flavonoides dans la partie supérieure et inférieure de la tige d’asperge du cultivar
UC157 a été faite par une double extraction de 1 heure. Les asperges ont été broyées et 10
grammes ont été extraits par sonication par 20 ml de 100 % méthanol pendant 30 minutes. Une
centrifugation pendant 5 minutes & 3500 tours/ minute a été effectuée et le surnageant a été
récupéré. Le résidu a subi une deuxiéme extraction par sonication par 16 ml d’acétone et 4 ml
d’acide acétique 2 % pendant 30 minutes. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/
minute a été effectuée et le surnageant a été récupéré pour I’analyse. Toutes les analyses ont été
faites avec trois répetitions.

La quantification des flavonoides totaux dans les deux segments de la tige d’asperge a été
effectuée selon la méthode colorimétrique de chlorure d’aluminium (Chang et al., 2002) qui
consiste une analyse par spectrométre a 415 nm en utilisant le chlorure d'aluminium et

I'acétate de potassium comme réactifs. La quercétine a été utilisée comme standard.

La droite d’étalonnage est obtenue en soustrayant la moyenne du blanc a partir des données
d’absorbance lues grace aux standards. La concentration en flavonoides est calculée en
utilisant une droite de régression linéaire (Y=a + b X) entre la concentration en quercétine
Y (ppm) et I’absorbance (X).

La concentration de 1’échantillon est calculée comme la valeur des flavonoides totaux
exprimée en mg d’équivalent quercétine par gramme d’échantillon.

Flavonoides totaux (mg quercétine / g échantillon) = (C*D*V) / (1000*P)

C = concentration en flavonoides totaux dans 1’extrait (g/1)

D = facteur de dilution.

V = volume d’extraction.

P = poids de I’échantillon en grammes.

La courbe de régression, en utilisant la quercétine comme standard, est Y= 153,86 X avec r?
=0,9992.
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1.4.2 Résultats et Discussion

Tableau 3 : Quantification des flavonoides totaux dans deux segments de la tige d’asperge

Flavonoides Flavonoides Flavonoides Flavonoides Flavonoides
dans la MF dans la MS dans MF en dansla MSen dans I'extrait
(9/kg) (9/kg) % % sec en %
Partie
o 0,27 £0,02 3,9+0,2 0.027 + 0,002 0.39 £0,02 0.68 £0,04
inférieure
Partie
o 0,42 +£0,01 5,03 +0,05 0.042 + 0,001 0.51+0,01 1.25+0,04
supérieure

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.

Flavonoides (g eq Quercétine / Kg MS)

Partie supérieure Partie inférieure
Partie de la tige d'asperge

Figure 29 : Quantification des flavonoides totaux dans les parties supérieure et inférieure de
la tige d’asperge.
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Le tableau 3 ainsi que la figure 29 représentent la quantité des flavonoides totaux dans les deux
segments de la tige d’asperge. La partie supérieure du turion d’asperge a montré une quantité
plus élevée de flavonoides totaux (420 mg eq quercétine/Kg de matiére fraiche et 5,03 g eq
quercétine/kg de matiere seche) que la partie inférieure du turion d’asperge (270 mg eq
quercétine/kg de matiére fraiche et 3,9 g eq quercetine/kg de matiére séche). La différence entre
la partie supérieure et la partie inférieure est significativement élevée (p < 0,05). Les résultats
obtenus sont confirmés par les travaux de Fuentes-Alventosa et al (2013) qui ont montré que les
coproduits d’asperge contiennent une teneur en flavonoides de 283 mg/kg de matiere fraiche
(Fuentes-Alventosa et al., 2013).

1.5 Caractérisation par UPLC des polyphénols totaux dans deux segments de la tige

d’asperge

15.1 Meéthode

L’extraction des polyphénols dans la partie supérieure et inférieure de la tige d’asperge du
cultivar UC157 a été faite par une double extraction de 1 heure. Les asperges ont été broyées
et 10 grammes ont été extraits par sonication par 20 ml de 100 % méthanol pendant 30
minutes. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a été effectuée et le
surnageant a éte récupéré. Le résidu a subi une deuxiéme extraction par sonication par 16 ml
d’acétone et 4 ml d’acide acétique 2 % pendant 30 minutes. Une centrifugation pendant 5

minutes a 3500 tours/ minute a éteé effectuée et le surnageant a été recupére pour 1’analyse.

Pour dresser le profil détaillé des polyphénols dans les deux segments de la tige d’asperge,
on a eu recours a une analyse par UPLC-ESI-MS/MS. Pour préparer 1’extrait obtenu a
’analyse par UPLC, une dilution de trois fois de I’extrait a été effectuée et ’extrait a été

passé a travers un filtre 0.2 um. Toutes les analyses ont été faites avec trois répétitions.

L’analyse de I’extrait a été effectuée par un systeme de Chromatographie liquide ultra
performance (Waters, Milford, US) équipé d’un systeme de pompe quaternaire (Waters,
Milford, US). Une colonne T3 de silice a haute résistance (HSS) (150mm_2.1 mm id, taille
des particules de 1,8 mm) a été utilisée (Waters, Milford, US). La phase stationnaire est

formée par 100 % de particules de silice.
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La séparation des polyphénols a été effectuée par une phase mobile composée de 0.1 %
d’acide formique (éluant A) et d’acétonitrile (éluant B). Le débit était de 0,4 ml / min et le
gradient d'élution était initialement 5 % de B, 5-20 % de B (0-4.5 min), isocratique 20 % de
B (4.5-6.45 min), 20-45 % de B (6.45-13.5 min), 45-100 % B (13.5-16.5 min), isocratique
100 % B (16.5-19.5 min), 100-5 % B (19.5-19.52 min), isocratique 5 % B (19.52-22.5 min).

Les analyses de spectrometre de masse (MS) ont été effectuées par un spectromeétre de masse
Xevo TQD (Waters, Milford, US). L'analyse a été réalisee en mode négatif et les données
ont été acquises par de multiples réactions de surveillance (MRM). La source d'ionisation a
pour paramétres une tension capillaire de 2,5 kV, une température de source de 140°C, un
débit de gaz de cdne de 80 L/h, un débit de gaz de désolvatation de 900 L/h et une température
de désolvatation de 350°C.

L'azote (99% de pureté) et I’argon (99% de pureté) ont été utilisés respectivement en tant que
gaz de nébulisation et de collision. L'acquisition des données est réalisée avec le logiciel
Mass Lynx 4.1 (Gratacos-Cubarsi et al., 2010). Toutes les analyses ont été faites avec trois

répétitions.
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1.5.2 Résultats et Discussion

Tableau 4 : Concentration en polyphénols contenus dans les parties supérieure et inférieure
de la tige d’asperge

Polyphénols (mg EAG/ kg MS)

Composé bioactif Partie inférieure Partie supérieure
Quercétine-glucoside 28,2+0,3 98+5
Quercétine-galactoside 0,27 £ 0,11 05+0,1
Quercétine-rhamnoside 0 1,6 £0,7
Quercetine-3-xyloside 0,6 +£0,3 3+1
Quercetine-3-arabinoside 0,21+£0,01 0,61+0,01
Kaempferol-galactoside 0 0,39 £0,02
Rutine 3664 + 158 6623 + 38
Acide férulique 1,4+£0,2 41+0,8
Acide 4-hydroxyphénylacétique 22+5 44 + 2
Coumaroyl glucoside 79+2 27 +1
Caffeoyl glucoside 48+7 185+0,6
Acide 3-caffeoylquinique 1383 473 +1
Acide 5-caffeoylquinique 1,8+£0,9 61

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type
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. S-caffeoylquinic acid Quercetin-3-xyloside
Caffeolezugnt:COSlde affeoylquinic acig 04% Quercetin-glucoside 0,01%
Coumaroyl glucoside 47% Quercetin-galactoside
1,98% 0.01%
4-hydroxy
phenylacetic acid .
0.57% Quercetin-3-
arabinoside
Ferulic acid 0,01%
0,04%
Rutin
91.96%
. - r .
Partie inférieure

Figure 30 : Proportion des polyphénols contenus dans la partie inférieure de tige d’asperge.
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Quercetin-3- Kaempferol-
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0,01% 0,01%
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90.72%
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Figure 31 : Proportion des polyphénols contenus dans la partie supérieure de tige d’asperge.
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L’identification des polyphénols totaux a été déterminée par UPLC et les composes poly-
phénoliques sont résumés dans le tableau 4. Les résultats ont montré que 1’asperge contient
13 composes phenoliques et que la rutine représente le composé majeur, avec 6 623 mg
EAG/kg MS (529,8 mg EAG/kg MF) dans la partie supérieure de la tige d’asperge et 3 664
mg EAG/kg MS (293,2 mg EAG /kg MF) dans la partie inférieure de la tige d’asperge, suivi
par I’acide 3-caffeoylquinique. La quercétine-galactoside, la quercétine-glucoside, 1’acide 5-
caffeoyl-quinique, la quercétine-3-arabinoside et la quercétine-3-xyloside sont présents en
faible quantité pour les deux parties de la tige d’asperge. La quercétine-rhamnoside et le
kaempferol-galactoside sont présents seulement dans la partie supérieure de la tige d’asperge
mais en faible concentration. On peut remarquer aussi que la quantité des polyphénols totaux
est plus élevée dans la partie supérieure de la tige d’asperge.

Les résultats obtenus sont comparables aux résultats trouves par Fuentes-Alventosa et al
(2007) dans leur identification des flavonoides dans différents génotypes d’asperge ou ils ont
trouvé que la quantité des flavonoides totaux varie entre 400 et 700 mg/kg MF avec une
teneur en rutine allant de 55 a 98% (Fuentes-Alventosa et al., 2007). Les résultats obtenus
sont aussi en concordance avec les travaux de Motoki et al (2007) ou ils ont montré que la
rutine est le flavonoide abondant dans I’asperge avec une concentration plus élevée dans la

partie supérieure de la tige (Motoki et al., 2012)

2 Etudes des polyphénols et des flavonoides dans différentes variétés d’asperge

2.1 Matériel

Les asperges utilisées dans 1’étude des polyphénols et des flavonoides dans différentes variétés
d’asperge proviennent de 'université de Guelph « Department of Plant Agriculture » (Guelph,
Ontario, Canada). Des leur réception, les turions d’asperge ont été lyophilisés et conservés dans
des sacs en plastique dans un dessiccateur.

Les différentes variétés d’asperge sont : le Mill, le Giant, le Gijnlim, le Knight, le Supreme, le
UGO005, le UG020, le NJ953, le Pacific Endeavour, le JG701 et la variété d’étude le Guelph

Millenium.
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2.2 Reactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-
Royal, Québec, Canada). L’éthanol 95% utilisé est de grade ACS et a été acheté des Alcools
de Commerce Inc. (Boucherville, Québec, Canada). L'eau ultrapure a été produite en utilisant
un systéme milli-Q de Millipore Sigma (Burlington, Massachusetts, Etats-Unis). Le réactif
de Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium, le chlorure d’aluminium, 1’acétate de potassium,

la rutine et I’acide gallique ont été achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).

2.3 Extraction et quantification des polyphénols et des flavonoides dans différentes

variétés d’asperge

2.3.1 Méthode

L’extraction des polyphénols et des flavonoides dans les différentes variétés d’asperge a été
faite par une double extraction de 2 minutes. 0,5 gramme d’asperge lyophilisée ont été
extraits par un Ultra-turrax (T-25), acheté de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada),
dans 20 ml de 80 % éthanol pendant 1 minute. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500
tours/minute a été effectuée et le surnageant a été récupéré. Le résidu a subi une deuxiéme
extraction par Ultra-turrax (T-25) dans 20 ml de 80 % éthanol pendant 1 minute. Une
centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a été effectuée et le surnageant a été
récupére pour I’analyse (Vazquez-Castillaet al., 2013). Toutes les analyses ont été faites avec

trois répétitions.

La quantification des polyphénols totaux dans les différentes variétés d’asperge a eté
effectuée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002). L’acide

gallique a été utilisé comme standard.

La quantification des flavonoides totaux dans les différentes variétés d’asperge a été
effectuée selon la méthode colorimétrique de chlorure d’aluminium (Chang et al., 2002). La

rutine a été utilisée comme standard.
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2.3.2 Resultats et Discussion
Tableau 5 : Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux dans différentes

variétés d’asperge

Variétés Polyphénols Flavonoides

(g EAG/kg MS) (g eq rutine/kg MS)

GIANT 12,1+0,2 9,1+0,6
MILL 11,4+0,8 8,8+0,8
NJ953 11+1 8x1
PACIFIC ENDEAVOUR 11+1 71
KNIGHT 11+1 11+1
SUPREME 10,4 +0,5 9,0+0,9
UGO005 10,3+0,5 8x1
GUELPH MILLENIUM 10,0 +0,3 9,0+0,6
uG020 99+0,8 76+04
JG701 95+04 7,4+07
GUNLIM 9,2+0,2 72+0,8

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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La quantité des polyphénols totaux dans les différentes varietés d’asperge varie de 9,2 ¢
EAG/kg MS (variété Gijnlim) a 12,1 g EAG/kg MS (variété Giant) avec une variation
maximale de 23 % entre les différentes variétés. Pour les flavonoides totaux la quantité
varie de 7,2 g eq rutine/kg MS (variété Gijnlim) a 11 g eq rutine/kg MS (variété Knight) avec une
variation maximale de 33 % entre les différentes variétés. La concentration de rutine obtenue
dans les différentes varietés est comparables aux résultats trouveés par Drinkwater et al
(2014) dans leur étude de différents génotypes d’asperge ou ils ont trouve que la
concentration de rutine varie de 3,3 a 8,14 g/kg MS (Drinkwater et al., 2014). Les
flavonoides totaux représentent 66 a 99 % des polyphénols totaux dans les différentes
variétés d’asperge. Les résultats obtenus sont comparables aux résultats trouvés par
Sonada et al (2007) dans leur étude des polyphénols dans différents cultivars d’asperge
ou ils ont trouvé que la teneur en polyphénols totaux, varie de 9,64 a 12,82 g EAG/kg MS
(humidité 92%) (Sonoda et al., 2005)

L’analyse statistique (ANOVA avec un test LSD) effectuée par IBM SPSS statistics, a
montré que les polyphénols totaux dans la variété Guelph Millenium ne different pas
significativement (p < 0,05) des autres variétés sauf les variétés Giant (12,1 g EAG/Kkg
MS) et Mill (11,37 g EAG/kg MS). Les flavonoides totaux dans la variété Guelph
Millenium sont significativement différents (p < 0,05) des autres variétés sauf les variétés
Giant, Mill, NJ953 et Supreme.

2.4 Caractérisation des polyphénols par UPLC dans la variété d’asperge Guelph

Millenium

241 Méthode

L extraction des polyphénols dans les différentes variétés d’asperge a été faite par une double
extraction de 2 minutes. 0,5 gramme d’asperge lyophilisée ont été extraits par un Ultra-turrax
(T-25), acheté de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada), dans 20 ml de 80 % d’éthanol
pendant 1 minute. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a été effectuée
et le surnageant a été récuperé. Le résidu a subi une deuxiéme extraction par Ultra-turrax (T-
25) dans 20 ml de 80 % d’éthanol pendant 1 minute. Une centrifugation pendant 5 minutes a
3500 tours/ minute a été effectuée et le surnageant a été récupéreé pour 1’analyse (Vazquez-
Castillaet al., 2013).
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Pour dresser le profil détaillé des polyphénols dans de la variété d’asperge Guelph Millenium,
on a eu recours a une analyse par UPLC-ESI-MS/MS décrite en détail dans la partie de
caractérisation des polyphénols dans les deux segments de la tige d’asperge (Gratacos-
Cubarsi et al., 2010). Pour préparer 1’extrait obtenu a 1’analyse par UPLC, une dilution de
trois fois de I’extrait a été effectuée et I’extrait a été passé a travers un filtre 0.2 pum. Toutes
les analyses ont été faites avec trois répétitions.

2.4.2 Reésultats et Discussion

Tableau 6 : Profil des polyphénols contenus dans la variété d’asperge Guelph Millenium

Polyphénols
Composé bioactif (mg EAG/kg MS)  Proportion en %
Quercétine 3+2 0,03
Quercétine-glucoside 54 +4 0,59
Quercétine-rhamnoside 1,59+ 0,01 0,02
Quercétine-3-xyloside 0,40 £ 0,02 0
Rutine 8430 + 20 92,18
Acide p-Coumarique 8,96 £ 0,01 0,1
Acide caféique 1,47+0,01 0,02
Acide férulique 12+1 0,14
Acide 4-hydroxyphénylacétique 12+2 0,14
Caffeoyl glucoside 2,6+0,5 0,03
Coumaroyl glucoside 38+1 0,42
Acide 5-caffeoylquinique 580 + 111 6,35

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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L’identification des polyphénols totaux dans la variété d’asperge Guelph Millenium a été
déterminée par UPLC et les composés phénoliques sont résumés dans le tableau 6. Les résultats
ont montré que la variété Guelph Millenium contient 12 composés phénoliques et que la rutine
représente le composé majeur avec 92 % des polyphénols totaux (8 430 mg EAG/kg MS) suivi
par ’acide 5-caffeoylquinique avec 580 mg EAG/kg MS. Les résultats obtenus sont
comparables aux résultats trouvés par Cakir en 2007 qui a montré que la rutine représente le

flavonoide le plus dominant dans 1’asperge (Cakir, 2007).

3 Etudes des polyphénols et des flavonoides dans les coproduits d’asperge

3.1 Matériel

Les coproduits d’asperge, utilisés comme matiére premiére, proviennent de la Ferme du
Domaine 2000 Inc (Shawinigan-sud, Quéebec, Canada). La variété d’asperge est le Guelph
Millenium

Les coproduits d’asperge sont classés en deux catégories :

e Les asperges de calibre inférieur : Les tiges de taille inférieure & 23 cm et/ou de
diametre inférieur a 8 mm (figure 32).

e Leshases d’asperge : les parties éliminées de la tige de taille supérieure a 23 cm (figure
33).

Figure 32 : Asperge de calibre inférieur Figure 33 : Bases d’asperge
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3.2 Réactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-
Royal, Québec, Canada). L’éthanol 95% utilisé pour I'extraction et la quantification est de
grade ACS et a été acheté des Alcools de Commerce Inc. (Boucherville, Québec, Canada).
L'eau ultrapure, utilisée tout au long des expériences, a €té produite en utilisant un systéeme
milli-Q de Millipore Sigma (Burlington, Massachusetts, Etats-Unis). Le réactif de Folin-
Ciocalteu, le carbonate de sodium, le chlorure d’aluminium, 1’acétate de potassium, la rutine

et I’acide gallique ont été achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).

3.3 Extraction et quantification des polyphénols et des flavonoides dans les

coproduits d’asperge

3.3.1 Méthode

L’extraction des polyphénols et des flavonoides dans les coproduits d’asperge a été faite par une
double extraction de 2 minutes. 0,5 gramme d’asperge lyophilisée ont été extraits par un Ultra-
turrax (T-25), acheté de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada), dans 20 ml de 80 %
d’éthanol pendant 1 minute. Une centrifugation pendant 5 minutes & 3500 tours/minute a été
effectuée et le surnageant a été récupéré. Le résidu a subi une deuxiéme extraction par Ultra-
turrax (T-25) dans 20 ml de 80 % d’éthanol pendant 1 minute. Une centrifugation pendant 5
minutes a 3500 tours/minute a été effectuée et le surnageant a été recupéré pour 1’analyse

(Vazquez-Castilla et al., 2013). Toutes les analyses ont été faites avec trois répétitions.

La quantification des polyphénols totaux dans les coproduits d’asperge a été effectuée selon
la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002) en utilisant 1’acide

galliqgue comme standard.

La quantification des flavonoides totaux dans les coproduits d’asperge a été effectuée selon
la méthode colorimétrique de chlorure d’aluminium (Chang et al., 2002) en utilisant la rutine

comme standard.
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3.3.2 Résultats et Discussion

Tableau 7 : Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux dans les coproduits
d’asperge

Polyphénols Flavonoides
(g EAG/kg MS) (g eq rutine/kg MS)
Asperge commercialisée 10,01 £ 0,30 9,05+ 0,56
Asperge de calibre inférieur 11,3+0,4 101
Bases d’asperge 48+0,2 29+0,2

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.

Des analyses de variance (ANOVA) utilisant la procédure mixte avec le test LSD de Fisher (p <
0,05) du logiciel SAS version 9.3 (Statistical Analysis System Institute, Cary, NC) ont été
effectuées pour tous les échantillons. Les polyphénols totaux sont significativement différents
dans les asperges de calibre inférieur par rapport a 1’asperge commercialisée et les bases
d’asperge. Pour les flavonoides totaux il n’y a pas de différence significative entre 1’asperge de
calibre inférieure et I’asperge commercialisée alors que la différence est significative entre les
bases d’asperge et I’asperge de calibre inférieur ainsi que 1’asperge commercialisée. Les bases
d’asperge contiennent approximativement la moitié de la quantité des polyphénols totaux
contenus dans 1’asperge commercialisée, avec 4,8 g EAG/kg MS, ce qui est en concordance avec

notre étude sur les deux segments de la tige d’asperge.
3.4 Caractérisation des polyphénols par UPLC dans les coproduits d’asperge

3.4.1 Méthode

Pour dresser le profil détaillé des polyphénols dans les coproduits d’asperge, on a eu recours
a une analyse par UPLC-ESI-MS/MS décrite en détail dans la partie de caractérisation des
polyphénols dans deux segments de la tige d’asperge (Gratacos-Cubarsi et al., 2010).
L’extrait utilisé est celui utilisé dans la quantification des polyphénols et des flavonoides

totaux dans les coproduits d’asperge.
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Pour préparer I’extrait obtenu a ’analyse par UPLC, une dilution de trois fois de 1’extrait a
été effectuée et ’extrait a été passé a travers un filtre 0.2 pum. Toutes les analyses ont été

faites avec trois répétitions.

3.4.2 Résultats et Discussion

Tableau 8 : Profil des polyphénols contenus dans les coproduits d’asperge.

Polyphénols (mg EAG/kg MS)

Composé bioactif Asperge de calibre  Proportion Bases Proportion
inférieur en % d’asperge en %
Quercétine 6,1+0,8 0,06 0,9+0,8 0,03
Quercétine-glucoside 8917 0,84 9,604 0,3
Quercétine-rhamnoside 2+2 0,02 0 0
Quercétine-3-xyloside 1,8+0,5 0,02 0,39+0,01 0,01
Rutine 9706 + 209 91,97 2989 + 29 93,58
Acide p-Coumarique 0 0 65 0,2
Acide caféique 0,45+ 0,01 - 2+1 0,05
Acide férulique 6,4+0,2 0,06 61 0,19
Acide 4-hydroxyphénylacétique 16+1 0,15 3,1+0,5 0,1
Caffeoyl glucoside 11+3 0,1 15+1 0,46
Coumaroyl glucoside 279+04 0,26 56 + 12 1,74
Acide 5-caffeoylquinique 687 + 50 6,51 106 + 4 3,34

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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L’identification des polyphénols totaux dans les coproduits de la variété d’asperge Guelph
Millenium a été déterminée par UPLC et les composes phénoliques sont résumés dans le tableau
8. Les résultats ont montré que les asperges de calibre inférieur contiennent 11 composés
phénoliques avec 1’absence de 1’acide p-coumarique. La rutine représente le composé majeur
dans les asperges de calibre inférieur avec 92 % des polyphénols totaux (9 706 mg EAG /kg MS)
suivi par I’acide 5-caffeoylquinique avec 687 mg EAG /kg MS. Les bases d’asperge contiennent
11 composes phéenoliques avec I’absence de la quercétine-rhamnoside. La rutine est le composé
majeur dans les bases d’asperge avec 94 % des polyphénols totaux (2 989 mg EAG /kg MS) suivi
de I’acide 5-caffeoylquinique (106 mg EAG /kg MS) et le coumaroyl glucoside (56 mg EAG /kg
MS). Les travaux de Fluentes-Alventosa et al (2008) qui ont montré que la rutine représente le
flavonoide le plus dominant dans 1’asperge avec une concentration >70 % des flavonoides totaux

sont en concordance avec nos résultats.

4 Optimisation de I’extraction des polyphénols et des flavonoides dans les

coproduits d’asperge

4.1 Matériel
L’optimisation de I’extraction des polyphénols et des flavonoides dans les coproduits
d’asperge a été effectuée sur les bases d’asperge provenant de la Ferme du Domaine 2000

Inc (Shawinigan-sud, Québec, Canada). La variété d’asperge est le Guelph Millenium.

4.2 Réactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-
Royal, Québec, Canada). L’éthanol 95% utilisé pour I'extraction et la quantification est de
grade ACS et a été acheté des Alcools de Commerce Inc. (Boucherville, Québec, Canada).
L'eau ultrapure a éte produite en utilisant un systeme milli-Q de Millipore Sigma (Burlington,
Massachusetts, Etats-Unis). Le réactif de Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium, le chlorure
d’aluminium, I’acétate de potassium, la rutine et I’acide gallique ont été achetés de Sigma-
Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).
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4.3 Méthode

L’extraction des polyphénols et des flavonoides a été effectuée par une macération a
différentes températures, pour différentes durées de temps dans différentes concentrations
d’éthanol.

Les parametres étudiés afin d’avoir le rendement maximal en polyphénols et flavonoides

sont :

e Latempérature: T=22°C;T=50°C; T=70 °C.

e La concentration éthanol/eau (v/v) : 0 % ; 20 % ; 50 % ; 80 %.
e Letemps:0;05h;1h;3h;6h;9h.

e Le ratio soluté/solvant (w/v) : 1:10;1:20: 1 :40.

L’extraction a été effectuée dans des tubes coniques sur 0,5 gramme de bases d’asperge

lyophilisées avec 20 ml de solvant dans chaque tube.

Figure 34 : Optimisation de I’extraction des polyphénols et des flavonoides a partir des

coproduits 1’asperge.

Pour déterminer la température optimale d’extraction, la concentration de I’éthanol a été fixée
a 80 %. Apres la détermination de la température optimale la concentration optimale de

I’éthanol a été étudiée. Toutes les analyses ont été faites avec trois répétitions.

La quantification des polyphénols au cours de I’étude de 1’optimisation de I’extraction a été
effectuée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002) en utilisant
I’acide gallique comme standard. La quantification des flavonoides au cours de 1’étude de
I’optimisation de 1’extraction a été effectuée selon la méthode colorimétrique de chlorure

d’aluminium (Chang et al., 2002) en utilisant la rutine comme standard.
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4.4 Reésultats et Discussion
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Figure 35 : Optimisation de I’extraction des polyphénols a partir des coproduits d’asperge
en fonction de la température.
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Figure 36 : Optimisation de I’extraction des flavonoides a partir des coproduits d’asperge en
fonction de la température.
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Figure 37 : Optimisation de I’extraction des polyphénols a partir des coproduits d’asperge
en fonction de la concentration d’éthanol.
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Figure 38 : Optimisation de I’extraction des flavonoides a partir des coproduits d’asperge en
fonction de la concentration d’éthanol.
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Figure 39 : Optimisation de I’extraction des polyphénols et des flavonoides a partir des

coproduits d’asperge en fonction du ratio soluté/solvant.

Des analyses de variance (ANOVA) utilisant la procédure mixte avec le test LSD de Fisher
(p <0,05) du logiciel SAS version 9.3 (Statistical Analysis System Institute, Cary, NC) ont
été effectuées pour tous les échantillons.

L’étude de I’infuence de la température sur 1’extraction des polyphénols (figure 35) et les
flavonoides (figure 36), a démontré que la température a une infuence positive sur
I’extraction des polyphénols et des flavonoides dans les bases d’asperge. La température
optimale pour I’extraction des polyphénols et des flavonoides est T=70°C. Les résultats
obtenus sont en concordance avec les travaux de Ana Buci¢-Koji¢ et al (2007) qui ont montré
que la température a une influence positive sur I’extraction des polyphénols (Buci¢-Koji¢ et
al., 2007). Fan et al (2015) dans leur étude de valorisation des coproduits d’asperge, ont
montré que la température optimale de 1’extraction des polyphénols et des flavonoides est

T=80°C qui est proche de la température trouvée dans notre étude.
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L’¢tude de I’infuence de la concentration en éthanol sur I’extraction des polyphénols (figure
37), a démontré que la concentration optimale pour I’extraction des polyphénols est 50 %
éthanol a 0,5 heures avec une quantité de polyphénols totaux de 1’ordre de 4 820 mg EAG/kg
MS.

Ce résultat est en concordance avec les travaux de Fan et al (2015) qui ont démontré que la
concentration optimale de 1’extraction de polyphénols totaux dans les coproduis d’asperge
est 50 % éthanol. L’étude de I’infuence de la concentration de 1’éthanol sur 1’extraction des
flavonoides (figure 38), a démontré que la concentration optimale pour I’extraction des
flavonoides est 80 % éthanol & 3 heures avec une quantité de flavonoides totaux de 1’ordre
de 3 199 mg eq rutine/kg MS. Les analyses statistiques ont montré que pour les polyphénols
totaux la différence n’est pas significative entre la concentration 50 % éthanol pour 0,5 heure
et la cencentration 80 % pour 3 heures. On considére la concentration 80 % pour 3 heures
comme la concentration optimale pour 1’extraction des polyphénols et des flavonoides

totatux

L’¢tude de I’infuence du ratio soluté/solvant sur 1’extraction des polyphénols et des
flavonoides (figure 39), a démontré que le ratio optimal soluté/solvant pour I’extraction
des polyphénols totaux est le ratio 1:20 vu que la différence est non significative entre le
ration 1:20 et 1:40.

Le ratio optimal soluté/solvant pour 1’extraction des flavonoides et le ratio 1 :40 vu que la
différence est significative entre le ratio 1 :20 et 1 :40. Ce résultat est proche des résultats
trouvés par Fan et al (2015) qui ont démontré que le ratio optimal de 1’extraction de

polyphénols totaux dans les coproduis d’asperge est 1 :30 (Fan et al., 2015).

Les paramétres optimaux de I’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides totaux

dans les coproduits d’asperge sont:

e Latempérature : T=70 °C.
e La concentration éthanol/eau (v/v) : 80 %.
e Letemps: 3 heures.

e Le ration soluté/solvant (w/v) : 1 : 40.

58



En utilisant ces paramétres optimaux pour I’extraction des polyphénols et des flavonoides
totaux a partir des coproduits d’asperge, on a obtenu un rendement d’extraction de 96 % des
polyphénols totaux avec un pourcentage de polyphénols dans I’extrait sec de 3,29 % et un

rendement de 110 % des flavonoides totaux avec un pourcentage de flavonoides dans I’ extrait
sec de 2,38 %.
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Chapitre 4 : Etudes des saponines dans ’asperge et ses coproduits
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1 Mise au point d’un protocole d’extraction et de dosage des saponines totales

Ce chapitre porte sur la recherche et la mise au point d’un protocole d’extraction et de dosage
des saponines totales dans 1’asperge et ses coproduits. Plusieurs protocoles ont été compares
afin de déterminer les modifications nécessaires pour obtenir un protocole adéquat a

I’extraction et le dosage des saponines dans I’asperge et ses coproduits.

1.1 Mise au point et comparaison de différents protocoles d’extraction et de dosage

des saponines totales

1.1.1 Matériel
Les coproduits d’asperge (les bases d’asperge), utilisés comme matiére premiére,
proviennent de la Ferme du Domaine 2000 Inc (Shawinigan-sud, Québec, Canada). La

variété d’asperge est le Guelph Millenium (figure 40).

Figure 40 : Coproduits d’asperge : bases d’asperge

1.1.2 Reéactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-
Royal, Québec, Canada). L’éthanol 95% utilisé pour I'extraction est de grade ACS et a été
acheté des Alcools de Commerce Inc. (Boucherville, Québec, Canada). L'eau ultrapure a été
produite en utilisant un systeme milli-Q de Millipore Sigma (Burlington, Massachusetts,
Etats-Unis). La vanilline, le ginsenoside Rb1, 1’acide acétique et I’acide perchlorique ont été

achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).

61



1.1.3 Meéthode
1.1.3.1 Protocole 1 : Méthode gravimeétrique avec pesage direct

La méthode de (Kwon et al., 2003) a été utilisée avec les modifications suivantes pour adapter
le protocole a nos conditions de travail :

e Remplacement des erlenmeyers par des tubes coniques de 50 ml.

e Lamasse d’asperge a été fixée a 3 g.

e Changement du volume du solvant de 50 ml pour chaque extraction par 42 ml pour

la premiere extraction et 30 ml pour les deux autres extractions.

e Augmentation de la température d’évaporation de la fraction butanolique de 55 °C a

80 °C.

Extraction des saponines totales

Trois grammes de base d’asperge lyophilisée ont été pesés dans un tube conique de 50
ml équipé d'un condensateur de refroidissement. Le tube a été chauffé pour 3 heures a
75 °C apres l'ajout de 42 ml de méthanol 80 %. Une centrifugation a 3500 tours/minute
a eté effectuée pendant 5 minutes apres le refroidissement des tubes. Le surnageant a été
récupéré pour I’analyse. Le résidu a subi deux extractions de plus avec 30 ml de méthanol
80 %. Deux centrifugations a 3500 tours/minute ont été effectuées pendant 5 minutes et
les surnageants ont été récupérés pour 1’analyse. Le condensateur de refroidissement a
été lavé avec 10 ml de méthanol 80 %. Le surnageant collecté a été filtré sous vide a

travers deux filtres Whatman 41 et quantitative Q2 achetés de Sigma-Aldrich (Oakville,

Ontario, Canada). Le récipient de filtration a été lavé par 20 ml de méthanol 80 % (figure
41).

Figure 41 : Extraction des saponines totales a partir des coproduits d’asperge (Protocole.1)
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Quantification des saponines totales

L’extrait obtenu a été évaporé totalement sous vide a 55 °C et le résidu a été redissous dans
30 ml d’cau ultrapure. La fraction aqueuse a été lavée, a I’aide d’une ampoule de décantation,
par 2*30 ml de diéthyl éther et par 3*30 ml de n-butanol saturé. La fraction butanolique a été
récupérée et lavée par 2*30 ml d’eau ultrapure pour éliminer les impuretés. La fraction
butanolique a été évaporée totalement sous vide a 80 °C dans un ballon taré. La quantité des

saponines totales a été déterminée par le pesage du ballon taré (figure 42).

Figure 42 : Récupération des saponines totales par décantation a partir des coproduits
d’asperge (Protocole 1).

1.1.3.2 Protocole 2 : Méthode gravimétrique avec pesage apres lyophilisation

La méthode de (Hassan et al., 2013) a été utilisée avec les modifications suivantes pour
adapter le protocole a nos conditions de travail :

e Lamasse d’asperge est fixé a5 g au lieu de 25 g.

e Changement du volume du solvant de 250 ml par 50 ml.

e Augmentation de la température d’évaporation de la fraction butanolique de 50 °C a

80 °C.

Extraction des saponines totales
Cing grammes de base d’asperge lyophilisée ont été pesés dans un erlenmeyer de 100 ml équipé
d'un condensateur de refroidissement. L’erlenmeyer a été chauffé pour 3 heures a 75 °C apres
l'ajout de 50 ml d’éthanol 50 %. L’extrait a été filtré sous vide, apres refroidissement, a travers
deux filtres 150 um (Whatman 2) et 125 um (Whatman 114) achetés de Sigma-Aldrich

(Oakville, Ontario, Canada). Le filtrat a été collecté dans une fiole pour I’analyse.
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Quantification des saponines totales :

L’extrait obtenu a été évaporé sous vide a 55 °C jusqu’a I’obtention du 1/3 du volume initial pour
¢éliminer I’éthanol. La fraction aqueuse obtenue a été lavée deux fois par le n-butanol 1:1 (v : v).
La fraction butanolique a été collectée dans un ballon et évaporee totalement a 80 °C. Le résidu
a été redissous dans 10 ml d’eau ultrapure et lyophilisé¢ dans un tube conique taré. La quantité
des saponines totales a été déterminée par le pesage du tube conique taré apres lyophilisation
(figure 43).

Figure 43 : Récupération des saponines totales par décantation a partir des coproduits
d’asperge (Protocole 2).

1.1.3.3 Protocole 3 : Méthode spectrophotométrique

La méthode de (Madland, 2013) a été utilisée avec les modifications suivantes pour adapter
le protocole a nos conditions de travail :

e Augmentation de la température d’évaporation de la fraction butanolique de 50°C a

80°C.

e Le dégraissage a été effectué sur le résidu et non pas sur la matiere fraiche.
Extraction des saponines totales
Cing grammes de base d’asperge lyophilisée ont été pesés dans un erlenmeyer de 250 ml équipé
d'un condensateur de refroidissement. L’erlenmeyer a été chauffé pour 4 heures a 70 °C apres
l'ajout de 150 ml d’éthanol 75 %. L’extrait a été filtré sous vide, apres refroidissement, a travers
un filtre Whatman 41 acheté de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). Le filtrat a été
collecté pour I’analyse (figure 44).
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Figure 44 : Extraction des saponines totales a partir des coproduits d’asperges (Protocole 3)

Quantification des saponines totales

Le filtrat obtenu a été totalement évaporé sous vide a 40 °C. Le résidu a été redissous dans
20 ml d’eau ultrapure. La fraction aqueuse obtenue a été lavée, dans une ampoule de
décantation, par 2*20 ml de diéthyl éther. Ensuite, la fraction aqueuse a été extraite par 3*20
ml de n-butanol. La fraction butanolique a été totalement évaporée sous vide a 80 °C. Le
résidu a été redissous dans 20 ml d’eau ultrapure pour 1’analyse par spectrophotométre (figure
45).

Figure 45 : Récupération des saponines totales par décantation a partir des coproduits

d’asperge (Protocole 3)
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La détermination des saponines totales dans les coproduits d’asperge a été effectuée a 550
nm en utilisant le ginsenoside Rb1 (préparé dans I'éthanol 70%) comme standard.

Cinquante pl de I'échantillon du blanc et du standard ont été totalement évaporés sous un
courant d’azote dans un tube conique. Ensuite 0.2 ml d'une solution de vanilline-acide
acétique (5% w/v) a été ajoutée. Les tubes ont été chauffés pour 15 minutes a 70 °C apres
1’ajout de 0.8 ml d'acide perchlorique. Cing ml d’acide acétique pur ont été ajoutés apreés le
refroidissement des tubes dans un bain de glace pour quelgques secondes. Une dilution de 3
fois a été effectuée sur I’extrait final obtenu. L’extrait dilué a été placé dans une cuvette de 4

ml et la lecture a été effectuée 550 nm (figure 46).

.

Figure 46 : Formation du complexe coloré pour I’analyse par spectrophotométre des

saponines totales des coproduits d’asperge.

1.1.4 Résultats et Discussion

Tableau 9 : Quantification des saponines totales dans les coproduits d’asperge selon
différents protocoles d’extraction et de dosage

Protocole 1 Protocole 2 Protocole 3

Saponines (mg/g MS) 41 + 20 52+ 19 12+4

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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Selon les travaux de Fuentes-Alventosa et al (2013) sur les coproduits d’asperge, la quantité
des saponines totales est de I’ordre de 8.07 mg/g de matiére séche (humidité 92%). De plus
selon les travaux de Schwarzbach et al (2006) sur 1’asperge, la quantité de saponines totales
varie de 1,75 mg/g MS a 10 mg/g MS (humidité 92%). Le protocole spectrophotométrique
(protocole 3) est le plus proche des résultats trouvés dans la littérature. Bien que le protocole
spectrophotométrique soit le plus fiable, ce protocole nécessite plus d’amélioration vu que

I’instabilité, constaté durant I’expérience, du complexe coloré.

Pour les protocoles 1 et 2, I’évaporation de n-butanol était difficile ce qui donne un résidu
humide en plus des erreurs de pesage vu que la faible quantité extraite de saponines. Les

méthodes gravimétriques peuvent étre plus fiables avec les extractions a grande échelle.

Les parameétres a prendre pour la mise au point du protocole d’extraction et de dosage des
saponines totales dans les coproduits d’asperge sont :
o Utilisation des méthodes spectrophotométrique pour la quantification des saponines ;
e Utilisation de 1’éthanol comme solvant d’extraction (un solvant vert) ;

e Une concentration en éthanol autour de 75% a utiliser.

Les paramétres & améliorer pour la mise au point du protocole d’extraction et de dosage des
saponines totales dans les coproduits d’asperge sont :

e Réduction du temps d’extraction (4 heures dans le protocole 3) ;

e Stabilisation du complexe coloré dans I’analyse spectrométrique ;

e Remplacement du ginsenoside Rb1 par la diosgénine.

1.2 Mise au point d’un protocole d’extraction et de dosage des saponines totales a

partir des coproduits d’asperge

1.2.1 Mateériel
Les bases d’asperge (coproduits d’asperge) proviennent de la Ferme du Domaine 2000 Inc

(Shawinigan-sud, Québec, Canada). La variété d’asperge est le Guelph Millenium.
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1.2.2 Réactifs et solutions

Les solvants utilisés sont de grade HPLC provenant de VWR International (Ville Mont-
Royal, Québec, Canada). L’éthanol 95% utilise pour I'extraction est de grade ACS et a été
acheté des Alcools de Commerce Inc. (Boucherville, Québec, Canada). L'eau ultrapure a été
produite en utilisant un systéeme milli-Q de Millipore Sigma (Burlington, Massachusetts,
Etats-Unis). Le p-anisaldéhyde 98%, la diosgénine, 1’acétate d’éthyle et ’acide sulfurique

ont été achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).

1.2.3 Méthode

1.2.3.1 Extraction des saponines totales
A la suite des parameétres recommandés dans la section précédente, 1’extraction des saponines
dans les coproduits d’asperge a été faite par une double extraction de 2 minutes. 0.5 gramme
d’asperge lyophilisée ont été extraits par un Ultra-turrax (T-25), acheté de Sigma-Aldrich
(Oakville, Ontario, Canada), dans 20 ml de 80 % d’éthanol pendant 1 minute. Une centrifugation
pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a €té effectuée et le surnageant a été récupére. Le résidu
a subi une deuxieme extraction par Ultra-turrax (T-25) dans 20 ml de 80 % d’éthanol pendant 1
minute. Une centrifugation pendant 5 minutes a 3500 tours/minute a été effectuée et le surnageant
a été récupéré pour I’analyse (Vazquez-Castilla et al., 2013). Toutes les analyses ont été faites en
triplicata.

1.2.3.2 Purification des saponines totales
La purification des saponines totales dans les coproduits d’asperge a €té effectuée selon deux
méthodes :

e Purification par extraction liquide-liquide en utilisant le n-butanol

L’extrait obtenu dans 1’étape d’extraction a été évaporé totalement sous vide a 55 °C et le
résidu a été redissous dans 15 ml d’eau ultrapure. La fraction aqueuse a été extraite, a ’aide
d’une ampoule de décantation, par 2*15 ml de diéthyl éther et par 2*15 ml de n-butanol
saturé. La fraction butanolique a été récupérée et lavée par 2*15 ml d’eau ultrapure pour

éliminer les impuretés. La fraction butanolique a été stockée a -20°C pour I’analyse.
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e Purification par chromatographie d'adsorption en utilisant une cartouche de résine
Sep-Pak C18 de 500 mg (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, Etats-Unis).

L’extrait obtenu dans 1’étape d’extraction a été évapore totalement sous vide a 55 °C et le
résidu a été redissous dans 15 ml d’cau ultrapure. La fraction aqueuse a été passée sur une
cartouche de résine Sep-Pak C18 de 500 mg, déja activée par 10 ml d’éthanol 96%. Ensuite
la cartouche de résine a été éluée successivement par 20 ml d’eau ultrapure, 30 ml d’éthanol
20 %, 30 ml d’éthanol 40 % et 20 ml d’éthanol 96 %. L’élution de 1’éthanol 40 % a été

récupérée pour la quantification des saponines totales dans les coproduits d’asperge.

1.2.3.3 Quantification des saponines totales
Pour la quantification des saponines totales dans les coproduits d’asperge, une méthode
spectrophotométrique a été utilisée. La diosgénine a été utilisée comme standard.
L’utilisation de 1’acide acétique, la vanilline et 1’acide perchlorique donne un complexe
coloré instable qui vire rapide a une couleur noire. Pour avoir un complexe coloré plus stable
le p-anisaldéhyde 98%, 1’acide sulfurique et ’acétate d'éthyle ont été utilisés comme réactifs
(Baccou et al., 1977).

Cing ml de I’extrait, obtenu a la suite de la purification, ont été évaporés totalement sous un
courant d’azote a température ambiante. Le résidu a éte redissous par sonication dans 2 ml
d’acétate d’éthyle. Un ml du réactif A (mélange de 0,5 ml de p-anisaldéhyde et 99,5 ml
d’acétate d’éthyle) et 1 ml du réactif B (mélange de 50 ml d’acide sulfurique et 50 ml
d’acétate d’éthyle) ont été ajoutés. Un chauffage de 20 minutes a 60 °C a été effectué apres
30 secondes d’agitation. Ensuite un refroidissement des tubes a été effectuée dans un bain de
glace pour 10 minutes. La solution a été placée dans une cuvette et la lecture a été faite a 430

nm.

Les réactions ont été faite dans des tubes de verre pour éliminer toute interaction entre les
réactifs et le matériel des tubes. La lecture par spectrophotomeétre a été faite dans des cuvettes

de Quartz achetées de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).
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1.2.3.4 Etude de Peffet de dégraissage sur la quantification des saponines
totales
L’effet de dégraissage sur la quantification de saponines totales dans les coproduits d’asperge

a été fait sur :

e Des coproduits non dégraissés
e Des coproduits dégraissés avant I’extraction

e L’extrait obtenu apres I’extraction des coproduits.
La courbe de régression, en utilisant la diosgénine comme standard, est Y= 65,59 X avec
r’=0,9982.

1.2.4 Reésultas et Discussion

Tableau 10 : Effet de la méthode de purification sur la quantification des saponines totales
dans les coproduits d’asperge.

Coproduits d’asperge Saponines (g/ kg MS)

Asperge de calibre inférieur 3,66 £ 0,05
Purification par n-butanol

Bases d’asperge 2,03+0,01

Asperge de calibre inférieur 0,88 + 0,01
Purification par Sep-Pak C18

Bases d’asperge 0,41 +0,01

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type

D’apreés les travaux de Schwarzbach et al (2006) sur I’asperge, la quantité de saponines
totales varie de 1,75 g/Kg MS a 10 g/kg MS (humidité 92%). D’aprés ces résultats la
purification par n-butanol est plus fiable que la purification par une cartouche de résine Sep-
Pak C18. Au cours de la purification par une cartouche de résine Sep-Pak C18, on a constaté
que la résine reste colorée ce qui explique la faible quantité de saponines trouvée (les

saponines restent accrochées sur la résine).
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Tableau 11 : Effet du dégraissage sur la quantification des saponines totales dans les

coproduits d’asperge.

Saponines (g/ kg MS)

Bases non dégraissées 2,21 +0,04
Bases dégraissées 1,96 £ 0,09
Extrait dégraissé 2,06 + 0,07

Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.

L’analyse statistique (ANOVA avec un test LSD) effectuée par IBM SPSS statistics, a
montré que la différence est significative (p < 0,05) entre les bases d’asperge dégraissées et
les bases d’asperge non dégraissées d’ou ’efficacité de 1’étape de dégraissage a éliminer

toutes sorte d’interférence provoquée par les lipides.

Les analyses statistiques ont montré aussi que la différence est non significative entre un
dégraissage effectu¢ sur les coproduits avant 1’extraction ou sur I’extrait obtenu apres

I’extraction des coproduits.

2  Extraction et quantification des saponines dans I’asperge et ses coproduits

2.1 Materiel

L’asperge et ses coproduits (asperges de calibre inférieur et bases d’asperge) proviennent de
la Ferme du Domaine 2000 Inc (Shawinigan-sud, Québec, Canada). La variété d’asperge est
le Guelph Millenium.

2.2 Méthode

L’extraction des saponines dans I’asperge et ses coproduits a été faite par une double
extraction de 2 minutes en utilisant un Ultra-turrax T-25 a une vitesse de 10000 tours/minute
(Vazquez-Castilla et al., 2013).
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2.2.1 Purification des saponines totales

La purification des saponines totales dans 1’asperge et ses coproduits a été effectuée par une
extraction liquide-liquide en utilisant le n-butanol. L’extrait obtenu dans 1’étape d’extraction
a étée évaporé totalement sous vide a 55 °C et le résidu a été redissous dans 15 ml d’eau
ultrapure. La fraction aqueuse a été extraite, a ’aide d’une ampoule de décantation, par 2*15
ml de diéthyl éther et par 2*15 ml de n-butanol saturé. La fraction butanolique a été récupérée
et lavée par 2*15 ml d’cau ultrapure pour éliminer les impuretés. La fraction butanolique a

été stockée a -20°C pour I’analyse.

2.2.2 Quantification des saponines totales
La quantification des saponines totales dans 1’asperge et ses coproduits d’asperge a été

effectuée par une méthode spectrophotométrique en utilisant la diosgénine comme standard.

Cing ml de I’extrait, obtenu a la suite de la purification, ont été évaporés totalement sous un
courant d’azote a température ambiante dans des tubes de verre. Le résidu a été redissous par
sonication dans 2 ml d’acétate d’éthyle. Un ml du réactif A (mélange de 0,5 ml de p-
anisaldéhyde et 99,5 ml d’acétate d’éthyle) et 1 ml du réactif B (mélange de 50 ml d’acide
sulfurique et 50 ml d’acétate d’éthyle) ont été ajoutés. Un chauffage de 20 minutes 4 60 °C a
été effectué aprés 30 secondes d’agitation. Ensuite un refroidissement des tubes a été
effectuée dans un bain de glace pour 10 minutes. La solution a été placée dans une cuvette

de Quartz et la lecture a été faite a 430 nm.

La courbe de régression, en utilisant la diosgénine comme standard, est Y= 59,22 X avec r?
=0,997. Les résultats sont exprimés en moyenne de triplicata + écart-type.
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2.3 Résultats et Discussion
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Figure 47 : Quantification des saponines totales dans 1’asperge et ses coproduits.

Les résultats ont montré que la différence est non significative entre 1’asperge commercialisée
et I’asperge de calibre inférieur de la variété Guelph Millenium. Les bases d’asperge ont
présenté une quantité considérable de saponines totales avec 2,23 g eq diosgénine/kg MS. Les
résultats obtenus sont en concordance avec les travaux de Schwarzbach et al (2006) qui ont
montré que la quantité de saponines totales dans I’asperge varie de 1,75 g/Kg MS a 10 g/kg
MS (humidité 92%).
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Chapitre 5 : Discussion générale, conclusion et perspectives
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1 Discussion générale

La chimie verte est une vision durable, adoptée par les universités, l'industrie et les
gouvernements, pour rendre la chimie moins néfaste pour I’environnement et pour la santé
humaine. La chimie verte est une facon d’intégrer la sécurité, la prévention de la pollution,
la minimisation des déchets et I'optimisation énergétique dans les processus chimiques

existants.

Ce projet se déroulait dans une vision verte en utilisant des solvants verts (1’eau et 1’éthanol)
avec une finalité de produire des extraits végétaux riches en molécules bioactives destinés au
marché des ingrédients fonctionnels. Cette discussion résume les principaux résultats et

répond aux problématiques de recherche et aux objectifs fixés.

Dans une premiére partie la quantification et I’identification des molécules bioactives dans
deux segments de la tige de I’asperge (parties supéricure et inférieure) ont été étudiées. Les
polyphénols dans la tige de 1’asperge sont essenticllement des acides phénoliques et des
flavonoides avec une dominance de la rutine avec plus de 91% des polyphénols totales. La
partie supérieure de 1’asperge est plus riche en polyphénols et en flavonoides que la partie
inférieure. Cette richesse en polyphénols et en flavonoides de la partie supérieure de la tige
de I’asperge est expliquée par 1’exposition de cette partie plus au soleil (Kohmura et al.,
2008). Les polyphénols sont produits par la plante comme une lutte contre les rayon UV (Dai
and Mumper, 2010, Bravo, 1998). Bien que la partie inférieure contienne la moitié des
polyphénols totaux contenus dans la partie supérieure, cette valeur reste importante (6,0 g
EAG/kg MS) ce qui favorisent I’exploitation et la valorisation de cette partie inférieure de la

tige de I’asperge qui est similaire aux coproduits d’asperge.

La quantification et I’identification des polyphénols et des flavonoides totaux ont été étudiées
dans différentes variétés de I’asperge englobant la variété de I’asperge a valoriser le Guelph
Millenium. Les polyphénols totaux dans la variété Guelph Millenium sont non
significativement différents (p < 0,05) des autres variétés sauf les variétés Giant (12,1 ¢
EAG/kg MS) et Mill (11,4 g EAG/kg MS). Les flavonoides totaux dans la variété Guelph
Millenium sont significativement différents (p < 0,05) des autres variétés sauf les variétés
Giant, Mill, NJ953 et Supreme.
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Les polyphénols dans la variété Guelph Millenium sont essentiellement des acides
phénoliques et des flavonoides avec une dominance de la rutine avec de 92% des polyphénols
totaux. Le Guelph Millenium est bien place, sur le plan de la quantité des polyphénols et des
flavonoides totaux, par rapport aux différentes variétés étudiées. Les résultats obtenus

renforcent 1’utilité de la valorisation des coproduits de cette variété¢ (Guelph Millenium).

Les coproduits de I’asperge, formés par les asperges de calibre inférieur et les bases de I’asperge,
ont été étudiés pour quantifier les polyphénols et les flavonoides totaux. Les polyphénols dans
les coproduits de 1’asperge sont essentiellement des acides phénoliques et des flavonoides avec
une dominance de la rutine avec 92 % des polyphénols totales pour I’asperge de calibre inférieur
et 94% pour les bases de 1’asperge. Les bases de I’asperge contiennent approximativement la
moitié de la quantité des polyphénols totaux contenus dans 1’asperge commercialisée, avec 4,8 g
EAG/kg MS, ce qui est en concordance avec notre étude sur les deux segments de la tige de

I’asperge.

Suite a la caractérisation des coproduits de I’asperge, une optimisation verte, en utilisant I’eau
et I’éthanol, de I’extraction des polyphénols et flavonoides totaux dans les bases de I’asperge
a été lancée. Cette partie est innovante, car elle utilise un systéme de solvant entierement vert
a la place des solvants nocifs souvent utilisés pour I’extraction des polyphénols et des
flavonoides. En plus cette optimisation permet 1’extraction a 1’échelle industrielle de
molécules bioactives a faible colt. Les paramétres optimaux ont été une extraction de 3
heures a 70 °C avec de 1’éthanol 80 % et un ratio soluté/solvant de 1:40. En utilisant ces
parametres optimaux pour 1’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides totaux a
partir des coproduits de 1’asperge, on a obtenu un rendement d’extraction de 96 % des
polyphénols totaux avec un pourcentage de polyphénols dans I’extrait sec de 3,29 % et un
rendement de 110 % des flavonoides totaux avec un pourcentage de flavonoides dans 1’extrait
sec de 2,38%. Ce procédé permettait donc de confirmer notre hypothese de recherche et
I’objectif d’optimiser I’extraction des molécules bioactives dans les coproduits de 1’asperge en
utilisant des solvants verts de fagon a garder une efficacité similaire a I’efficacité des solvants
pétrochimiques. Néanmoins, ce procédé ne permet pas une séparation des differentes molécules

bioactives vu que 1’affinité similaire au systéme de solvant utilisé.
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Les coproduits de 1’asperge sont riches en saponines d’ou la nécessité de mettre a niveau un
protocole d’extraction et de quantification de ces molécules. Plusieurs protocoles d’extraction
des saponines totales ont été étudiés durant cette étude et un protocole d’extraction et de
quantification des saponines totales dans 1’asperge et ses produits a été mis au point en utilisant
une méthode spectrophotométrique basée sur 1’utilisation du p-anisaldéhyde 98%, de 1’acétate
d’éthyle et de l’acide sulfurique. La différence est non significative entre 1’asperge
commercialisée et I’asperge de calibre inférieur de la variété Guelph Millenium. Les bases de
I’asperge contiennent une quantit¢ considérable de saponines totales avec 2,23 g eq

diosgénine/kg MS.

2  Conclusion et perspectives

Les objectifs de cette recherche ont été atteints en développant un extrait riche en molécules
bioactives a partir des coproduits de 1’asperge et en utilisant une technologie verte. Le
proceédé d’extraction déterminé donne une efficacité comparable a celle obtenue par les
solvants pétrochimiques. Un protocole d’extraction et de quantification des saponines totales
dans I’asperge et ses coproduits a été développé. Suite a I’obtention d’une méthode fiable de
quantification des saponines totales dans ’asperge et ses coproduits, une optimisation de
I’extraction de ces molécules et une étude des saponines totales dans différentes variétés de

I’asperge peuvent étre lancées.
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