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Ahrebiations

°C degré Celsius

pL microlitre

A Adénine

A Angstrom

ABTS acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
ACP Acyl Carrier Protein

ADN Acide désoxyribonucléique
ADP Adénosine diphosphate

AMP Adénosine Monophosphate
ARN Acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ARNmi ARN micro

ARNr ARN ribosomique

ARNsn ARN nucléaires

ARNt ARN de transfert

atm Atmosphere

ATP Adénosine triphosphate

BM Bleu de Méthyléne

C Cytosine

CAT Capacité Antioxydante totale
CDK Cyclin dependant kinase

CFI Cleavage factor I

CFII Cleavage factor II

CG Corps gras

CI50 Concentration inhibitrice a 50%
CoASH Coenzyme A

CPG Chromatographie en Phase Gazeuse
CPSF cleavage and polyadenylation specificity factor
CS Concentration en saponines
CstF Cleavage Stimulating Factor
CTD C-terminal domain

CTF Concentration totale en flavonoides



CTP Concentration totale en polyphénols

CTPa Concentration totale en proanthocyanidines
CUPRAC CUPric Reducing Antioxidant Capacity

Da Dalton

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

DRB 5,6-Dichloro-1-B-d-ribofuranosylbenzimidazole
DRX Diffraction aux rayons X

DSC Differential Scanning Calorimetry

DSIF DRB Sensitivity Inducing Factor

EAe Equivalent aescine

EAG Equivalent acide gallique

EC Equivalent catéchine

EDX Energy-dispersive X-Ray

EP Epluchures

EQ Equivalent quercétine

ETr Equivalent TROLOX

FAD flavine adénine dinucléotide

FAO Organisation des Nations unies pour 1'alimentation et I'agriculture
FB Fuchsine Basique

FT-IR Fourier Transform InfraRed spectroscopy
G Guanine

g gramme

g/L gramme par litre

GCP Graine de Carica papaya

GCPD Graine de Carica papaya délipidée

GDP Guanosine diphosphate

GRD Graines délipidées

GTP Guanosine triphosphate

IR Infrarouge

IUCN International Union for Conservation of Nature
J Joules

JF Jeunes feuilles

kV kilovolts

L litres

M molaire (mol par litre)



mA milliamperes

mg milligramme

mg/L milligramme par litre

mg/mL milligramme par millilitre

mL millilitre

mM millimolaire (mmol par litres)

mm millimétre

N Normalité

NAD nicotinamide adénine dinucléotide
NADPH nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NELF Negative Elongation Factor

nm nanometre

PABP Poly (A) Binding Protein

PAP Polymerase poly A

PC Pouvoir calorifique

PPi Pyrophosphate

P-TEFb Positive Transcription Elongation Factor
PZC Point Zero Charge

rpm rotations par minute

SAA Spectromeétre d'absorption atomique
SAM S-Adénosyl Méthionine

SDS Sodium Dodécyl Sulfate

SEM Scanning electron microscopy

TBP TATA binding protein

TF Transcription factor

TROLOX acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique
U Uracile

Uv Ultraviolet

VF Vieilles feuilles

A longueur d'onde
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Introduction

Depuis que I'espece humaine est apparue sur Terre, 'Homme a di trouver des moyens de se
prémunir de son environnement. Pour cela, I'Homme a étudi¢ les plantes de son environnement
dans le but de savoir lesquelles lui sont bénéfiques et lesquelles lui sont nocives.

De la préhistoire a 1'ére moderne, en passant par 1'Antiquité, le moyen-age, la Renaissance
et I'ére industrielle, I'Homme s'est appuyé sur les plantes pour améliorer sa santé, se nourrir et
¢éloigner les prédateurs.

De¢s la Gréce Antique, I'humanité a eu des médecins qui soignaient leurs patients grace a des
décoctions de plantes. L'un d'entre eux était Hippocrate de Cos (460 av. J.C-377 av. J.C). Dans
le corpus hippocratique qu'il a rédigé et qui a été complété par ses €tudiants, on voit qu'il
préconisait l'utilisation de Saule (Salix alba L.) pour son caractére antalgique. L'écorce de saule
¢tait donc utilisée pour les douleurs liées a 1'enfantement [1].

Abandonné pendant plusieurs siécles, le saule est redécouvert au XVIII®™ siécle. Il aura fallu
attendre 1825 et les prémices de la chimie pour isoler pour la premiére fois la salicine grace a
un pharmacien italien nommé Fantana. Treize années plus tard, Raffaelle Piria a isolé I'aldéhyde
salicylique par distillation en chauffant la salicine pure avec un mélange sulfo-chromique. En
ajoutant de la potasse a 1'aldéhyde salicylique, Piria a ainsi obtenu I'acide salicylique [1].

L'utilisation des plantes comme bases de soins est communément acceptée dans les pays en
voie de développement. L'emploi des plantes dans la médecine traditionnelle et complémentaire
serait, d'apres le Docteur Margaret Chan, (ancienne directrice de L'OMS de 2007 a 2017) de
qualité, sécuritaire et d'une efficacité avérée. De nos jours, des millions de personnes a travers
le monde utilisent la médecine traditionnelle pour se soigner face a la flambée des frais de santé
[2]. La phytothérapie trés répandue en Afrique connait un renouveau exceptionnel en occident
en raison des effets secondaires induits par les médicaments et dans le traitement des maladies
chroniques telles que ’arthrite, 1’asthme, le cancer etc. Cependant, I’organisme accepte bien
souvent la phytothérapie associée aux traitements classiques [3].

Le commerce international des fruits tropicaux est une filiere récente en plein
développement grace a la mise en place de moyens logistiques qui permettent de transférer des
produits fragiles, aussi bien physiquement que biologiquement, des sites de production vers des
sites de consommation trés éloignés. Ces fruits ont réussi a s’imposer dans de nouveaux
marchés qui ne les connaissaient pas il y’a seulement quelques décennies. Parmi ces fruits se
trouvent la mangue, la banane, ’avocat, la papaye... Ils constituent une bonne source de devises

pour certains pays producteurs qui ont su développer une industrie dans ce secteur. Pour
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d’autres pays comme le Sénégal, malgré la production trés importante en termes de tonnage, la
filiere des fruits se développe difficilement et on assiste a la détérioration d’une bonne partie
des récoltes chaque année. Au Sénégal, le marché local reste le principal consommateur et les
producteurs éprouvent beaucoup de difficultés a transférer les récoltes des zones rurales vers
les zones urbaines. Ces faits doivent interpeller les responsables afin que des solutions soient
trouvées pour que cette filiere des fruits locaux puisse se développer a I’instar de certains pays
d’ Amérique latine. Dans cette filicre, la papaye est le fruit tropical le moins exporté mais qui
est fortement produit et trés consommé localement, notamment au Sénégal. Originaire
d’Amérique latine, la plante Carica papaya L. qui a besoin de chaleur et d’humidité est
actuellement cultivée en toutes saisons dans toutes les régions du Sénégal. 11 existe trois variétés
principales qui sont présentes au Sénégal. Les variétés Sunset et Sunrise qui sont cultivées a
coté de la variété Solo qui est la plus répandue. Elles présentent pratiquement les mémes
caractéristiques. Ces plantes, faciles a cultiver et a entretenir, peuvent produire aux environs de
40 kg de fruits entre huit et 10 mois apres la plantation.

De par le monde, le papayer est essentiellement cultivé pour son fruit mir qui a bon gott et
une excellente valeur nutritive [5]. Consommé telle quelle, la papaye peut aussi subir différentes
transformations en industrie alimentaire. On voit ainsi, de plus en plus, 'apparition de
confitures, liqueurs, sorbets et nectars [6]. Toutefois, les feuilles de papayer pour conserver et
attendrir les viandes crues [7]. Aussi, en médecine traditionnelle asiatique, l'utilisation des
feuilles comme remede dans le traitement de 1'asthme, des vers intestinaux, de la dysenterie et
pour controler la fievre [5]. Une étude ethnobotanique menée en 1983 par Alain et Sylvie
Epelboin [8] au sein des peuplades Fulbe-Bandé et Nyokholonké du Sénégal oriental a montré
l'utilisation d'autres organes associés ou non a d'autres plantes, hors fruits, du papayer dans le
traitement de diverses affections telles que la bilharziose urogénitale, la constipation ou les
colites [8].

Un article publi¢ en 1993 [9] fait état de 1'utilisation par les philippins des fruits, feuilles,
tiges et racines de Carica papaya L. pour traiter les excroissances cancéreuses, pour augmenter
le flux sanguin dans la région pelvienne et 1'utérus dans le but de traiter la dysménorrhée et
I'aménorrhée. C'est dans cette optique que les auteurs de cet article ont étudié les activités
antibactériennes des fruits du papayer immature [9]. Ils ont ainsi démontré¢ 1'utilit¢ de la papaye
dans le traitement des maladies gastro-intestinales causées par des bactéries entéropathogenes.
Dans une autre enquéte ethnobotanique menées dans cinq marchés de Douala (Cameroun) en
2012 [10], il a été reporté que les feuilles et les racines du Carica papaya L. étaient utilisées

dans le traitement des maladies infectieuses mais aussi pour les désordres digestives et
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stomacales.

Cette utilisation importante du papayer génére une quantité importante de sous-produits
considérés actuellement comme déchets. Ces sous-produits constitués des feuilles, des tiges,
des écorces, des racines, des pelures et des graines sont une source importante de substances
naturelles trés diversifiées classées en métabolites primaires et secondaires. Ces derniers ont
des fonctions physiologiques souvent originales et utilisables aussi bien dans la phytothérapie,
dans la filiére alimentaire [11] que dans le traitement des effluents industriels. Parmi ces
métabolites secondaires on peut citer les polyphénols avec leur propriété antioxydante, les
anthocyanidines, les tannins, les flavonoides, les caroténoides, la vitamine C et la vitamine E
etc. Ils sont tous dotés de vertus thérapeutiques et interviennent souvent dans la protection
contre certaines affections chroniques telles que les cancers et les maladies cardiovasculaires.
Ces métabolites secondaires jouent également un réle important dans la protection des plantes
[12], [13].

C’est dans ce contexte de développement de la filiére du papayer que nous avons décidé
d’insérer notre étude. L'objectif principal est d'identifier les voies de valorisation des sous-
produits, le potentiel des molécules fonctionnelles et I'¢laboration de produits a haute valeur
ajoutée a destination des consommateurs et des industriels. Pour ce faire, le contenu en
métabolites secondaires et le pouvoir antioxydant de certaines parties de ces sous-produits sont
évalués. Des essais de valorisation des sous-produits dans la filiere de traitement des eaux
polluées par des colorants industriels et des métaux lourds ont été conduits. Enfin, la qualité de
I'huile des graines de papaye et les protéines contenues dans le résidu de la graine délipidée sont
¢tudiées afin de pouvoir proposer leur insertion dans la filiére alimentaire.

Le présent mémoire de theése est divis€é en deux grandes parties : une mise au point
bibliographique et une présentation du travail réalisé. Cette deuxieme partie est subdivisée en
deux sous-parties : une description des méthodes expérimentales et une analyse des résultats

obtenus.






Etude bibliographique

Dans ce chapitre, on fera la synthése sur la phytochimie des végétaux et les métabolites

primaires en plus d'effectuer la présentation de notre objet d'étude le Carica papaya L.

I. Présentation du papayer Carica papaya L.

Le papayer est un arbuste originaire d’ Amérique latine qui a été introduit en Afrique depuis
le XVIII*™ siécle. Il appartient a la famille des Caricacées. C’est une plante pluriannuelle [5].

En effet, une fois le papayer arrivé a maturité, il donne des fruits en toute saison.

I.1 Famille des Caricacées

Les Caricacées ou Papayacées appartiennent au clade des Angiospermes ou Magnoliophytes
qui regroupe toutes les plantes a fleurs donc les plantes donnant des fruits [14] en six genres. A
partir des données botaniques [15] il est possible d'établir la figure 1 ci-apres qui donne la
classification phylogénétique des Caricacées.

Les Caricacées constituent une famille de 1’ordre des Brassicales qui sont des plantes
ligneuses et/ou herbacées.

Les Papayacées constituent une famille de plantes dicotylédones trés répandues de par la
culture dans les zones tropicales a cause du fruit charnu comestible qu’elles produisent. La chair
ferme du fruit englobe des graines nombreuses incrustées dans la pulpe. Les arbres de 3 a 10
meétres possedent un tronc cylindrique évasé a la base portant des feuilles regroupées au sommet
de la plante. Ces feuilles sont alternes, pétiolées avec cinq a onze lobes et sont dépourvues de
stipules. Les males donnent des fleurs dioiques en corymbes alors que les femelles portent des
fleurs dioiques en grappes. Ils ressemblent a des petits palmiers, des arbustes ou a des plantes
herbacées. L’incision pratiquée sur le fruit sur pied permet de recueillir un latex blanc capable
de fournir deux enzymes intéressantes telles que la papaine et la chymopapaine. Le latex peut
étre obtenu également a partir des feuilles, du tronc ou des pétioles. La famille des Caricacées

est composée de 6 genres : Carica, Cylicomorpha, Jacaratia, Jarilla, Horovitzia et Vasconcella

(Tableau 1).



Figure 1: Classification phylogénétique simplifiée des Caricacées



Tableau 1 : Les genres de Caricacées et quelques exemples d'especes.

Genre Exemples d’Espéces
Carica Carica papaya

Cylicomorpha  Cylicomorpha parviflora, Cylicomorpha solmsii

Jacaratia Jacaratia corumbensis, Jacaratia digitata
Jarilla Jarilla nana, Jarilla caudata
Horovitzia Horovitzia cnidoscoloides,
Vasconcella Vasconcella chilensis, Vasconcellea cauliflora

1.2 Carica papaya L.

Selon Carvalho et al., [15] le genre Carica contient une seule espece : Carica papaya.

Toujours selon Carvalho et al., [15], C. papaya a divergé de ses clades sceurs il y a environ 27

millions d’années durant I’Oligocene. 1l y a 25 millions d’années il a divergé de ses sceurs

Horovitzia et Jarilla.

Le papayer ou C. papaya (Figure 2) est une plante dioique (ayant des plants males ou

femelles). Certaines plantes sont quant a elles hermaphrodites. C’est un arbre tropical, on le

retrouve dans les régions humides tropicales et subtropicales.

Figure 2 : Plant de papayer et fruits © Aissatou A. GAYE



C’est une plante originaire d’Amérique latine qui a été naturalisée en Afrique et en Asie.

La papaye, fruit du papayer, a diverses appellations. En Australie, on I’appelle « paw paw »,
ou encore papaya.

Le papayer est un arbuste ressemblant au palmier. Son tronc est marqué par des motifs en
losange qui correspondent aux anciennes feuilles qui sont tombées. Les feuilles sont retrouvées
au sommet de 1’arbre. Elles sont supportées par de trés longs pédoncules pouvant atteindre le
metre. Les feuilles sont divisées en lobes souvent comprises entre sept et neuf.

Le fruit de la papaye (Figure 3) est un des fruits qui ont le plus faible apport énergique. Avec
une valeur de ’ordre de 33 kcal / 100 g c’est I’un des meilleurs fruits pour un régime
hypocalorique. C’est également 1’un des fruits les plus riches en vitamine C avec un apport de
I’ordre de 65 mg / 100 g [16]. La présence de caroténe a un taux supérieur a la plupart des taux
des autres fruits, la présence de vitamines B, la faible teneur en lipide, une répartition variée
des glucides (saccharose, fructose et glucose) et la présence de fibres rendent ce fruit tres
précieux pour certains types de régimes alimentaires. Ce fruit apporte également des minéraux
et oligo-¢léments en quantité non négligeable. Un taux intéressant de potassium et la présence

de calcium, de magnésium et de fer est noté (Tableau 2).

Figure 3 : fruits et Graines de Carica papaya L. © AAG



Tableau 2 : Composition de la pulpe de papaye crue [16]

Constituants Teneur moyenne Constituants Teneur moyenne
Eau 87,8 g/100g Magnésium 21,5 mg/100g
Protéines 0,58 g/100g Manganese 0,026 mg/100g
Glucides 9,9 g/100g Phosphore 10,2 mg/100g
Dont sucres 7,46 g/100g Potassium 190 mg/100g
Lipides 0,28 g/100g Sodium 6 mg/100g
Amidon 0 g/100g Zinc 0,077 mg/100g
Fibres alimentaires 1,9 ¢/100g p-caroténe 274 ng/100g
Cendres 0,45 g/100g Vitamine D 0 png/100g
Alcool 0 g/100g Vitamine E 0,3 mg/100g
Acides gras saturés 0,087 g/100g Vitamine K1 2,6 ng/100g
Acides gras 0,077 g/100g Vitamine C 61,4 mg/100
monoinsaturés
Acides gras 0,062 ¢/100g Vitamine B1 0,025 mg/100g
polyinsaturés
Cholestérol 0 mg/100g Vitamine B2 0,03 mg/100g
Sel 0,013 g/100g Vitamine B3 0,35 mg/100g
Calcium 22,3 mg/100g Vitamine BS 0,2 mg/100g
Cuivre 0,031 mg/100g Vitamine B6 0,029 mg/100g
Fer 0,48 mg/100g Vitamine B9 47,5 ng/100g
Tode 0,8 ng/100g Vitamine B12 0 png/100g

1.3 Données économiques liées a la production de

Carica papaya L.

Selon les données récoltées par la FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) [4], on a ainsi pu découvrir que la production mondiale de Carica papaya L. est
estimée en 2018 a 13 290 320 tonnes. Des cinq continents, I'Asie en est le producteur majeur
avec 7 651 737 tonnes soit 57,57% de la production mondiale suivi des Amériques avec 4 182
922 tonnes (31,47%), de I'Afrique avec 1 441 973 tonnes (10,85%) et enfin de I'Océanie avec
une production estimée a 13 688 tonnes (0,10%). L'Europe du fait de sa situation climatique est

le seul continent a ne pas produire le Carica papaya L.
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Ainsi, on constate que 1'Afrique est la troisieme productrice mondiale de papayer avec
l'essentielle de sa production concentrée en Afrique de 1'Ouest avec 923 907 tonnes (64,07%),
Afrique de 1'Est avec 287116 tonnes (19,91%) et en Afrique Centrale avec 217 796 tonnes
(15,10%). Les conditions climatiques opérant en Afrique du Nord et du Sud expliquent leur
faible production avec respectivement 245 et 12 909 tonnes soit moins de 1% de la production

africaine en 2018.

Cinq des seize pays constituant I'Afrique de 1'Ouest cultivent le papayer avec plus de 90%
de la production assurée par le Nigéria (Figure 1c). Malheureusement, le Sénégal, bien qu'il

cultive aussi le papayer, n'a aucune donnée disponible au niveau de la FAO.

II. La phytochimie des végétaux

Pour assurer notre survie, la nature nous a octroyé un bienfait majeur que sont les plantes.
Elles ont la capacité de produire une diversité de substances naturelles. Celles-ci sont classées
selon leur importance. On distingue donc les métabolites primaires des métabolites secondaires
[17]-[19].

Les métabolites primaires sont des composés que I’on trouve dans toutes les cellules. Ils
permettent ainsi d’en assurer la survie. Ceux-ci sont au nombre de quatre a savoir : les glucides,
les lipides, les protéines et les acides nucléiques.

Les métabolites secondaires regroupent eux un certain nombre de composés ayant des
groupements fonctionnels variés tels que les alcaloides, les terpénes ou encore les composés
phénoliques. Ces composés sont inégalement répartis dans la plante elle-méme et plus
largement dans le régne végétal. Pour deux plantes sceurs (appartenant donc au méme clade),
on peut observer une inégalité dans la répartition de ces métabolites secondaires.

Le terme de "métabolite secondaire" a été donné a ce type de composé a cause des

observations ayant été faites [20] qui sont notamment :

(1) Une incapacité a attribuer a ces métabolites une fonction utile au sein de la physiologie
des plantes ;

(2) Une répartition inégale au sein du régne végétal ;

(3) Une "inertie biochimique" car ce sont des composés que la plante accumule mais ne

réutilise pas.

Le terme "secondaire" n'est plus d'actualité au vu des résultats obtenus ces dernieres années :

les métabolites secondaires étaient impliqués dans la défense de la plante contre les agressions
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extérieures.

Depuis quelques décades, les métabolites secondaires sont trés largement étudiés eu égard
de leur intérét dans les industries agro-alimentaires, cosmétiques mais surtout pharmaceutiques.

L'industrie pharmaceutique, toujours a la recherche de nouvelles molécules, continue
d'utiliser la nature comme source d'approvisionnement de mati¢res premiéres, notamment chez
les plantes.

De I'antiquité jusqu'au début de l'essor de l'industrie pharmaceutique, les plantes ont été la
premicere source de médicament pour effectuer les soins. La séné (Senna alenxadrina) est un
exemple de plantes qui a été utilisé comme purgatif [21].

Les différentes familles de métabolites secondaires retrouvés dans la plante sont :

+ Les terpénes
+ Les composés phénoliques
+ Les alcaloides

+ Les mucilages, etc.

Les métabolites secondaires, chez la plante, sont issus du métabolisme du CO; (Figure 4).
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Photosynthése
Métabolisme primaire du carbone ————-]
Erythrose 4-phosphate Phosphoénol pyruvate Pyruvate 3-Phosphoglycérate
Acétyl CoA
Cycle des actdes
tricarboxyliques
Acides aminés
aliphatiques
Voie du Shikimate Voie dumévalonate o0 gy méthyl érithritol
' phosphate
Voie du malonate
Aciﬁle%aminés Terpénes
AromaZUqHES — produits secondaires

azotés '

:COmposés Phénoliques

Métabolisme secondaire du carbone

Figure 4: Métabolisme du Carbone conduisant a la synthése des métabolites secondaires

[22]
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II.1 Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés d'origine végétale ayant le plus souvent une

structure hétérocyclique ; comme tout composé, certains d'entre eux sont toxiques. Néanmoins,

beaucoup d'entre eux ont un effet curatif tel que la quinine qui est un antipyrétique et un
p q q q pyretiq

antipaludique, ou la morphine qui est un analgésique ou bien le taxol qui est un agent

anticancéreux (Figure 5).

N

HO,
N
o]
/ \
/
N
Quinine Morphine

Taxol

Figure S : Structures de certains composés alcaloides

C'est au XIX*™ siécle que les substances a réaction alcaline des plantes sont caractérisées.

La premicere a étre caractérisée a été la morphine extraite de I'opium en 1804 par A. Seguin [23]

puis décrite en 1817 par F.W. Sertiimer [24] sous le nom de morphium. La méme année a eu

lieu la découverte de 1'émétine et de la strychnine. En 1819, W. Meissner [25] donna le nom

d'alcaloides a ces composés. Aujourd'hui, on peut estimer a plus de 6000 le nombre d'alcaloides.
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Trois types d'alcaloides sont répertoriés :

* Les alcaloides vrais : ils sont synthétisés a partir d'acides aminés et présentent au
moins un hétérocycle. Ex : la strychnine qui est un dérivé du tryptophane (Figure 6a).

+ Les proto-alcaloides (Figure 6b) : ils dérivent aussi des acides aminés mais l'atome
d'azote n'est pas inclus dans le cycle. Ex : colchicine

+ Les pseudo-alcaloides (Figure 6¢) : eux ne dérivent pas d'acides aminés. Ex : la

caféine

Les alcaloides sont tres étudiés a cause de leur intérét économique. Ils possedent une
amertume qui leur confére une qualité anti-nutritionnelle. Cette qualité participe a la défense de
la plante face aux pressions biotiques.

Les alcaloides sont peu volatils exception faite de la coniine qui est extraite des feuilles de

cigiie et possede une odeur de souris.

CH,
N IL O
N
N \CH3
I
a. Strychnine b. Colchicine c. Caféine
Figure 6 : Structure des alcaloides vrais (a), proto-alcaloides (b) et pseudo-alcaloide

(c).
I1.2 Composés terpéniques

Les composés terpéniques ou terpénoides ou isoprénoides sont des composés formés par
I'assemblage de molécules d'isoprénes. L'isopréne est I'un des quatre isomeres du pentadiéne
(2-méthyl-1,3-diene).

Il a été découvert en 1860 et isolé a partir de la décomposition thermique du caoutchouc
naturel par Charles Gréville Williams [26].

La condensation des unités isoprénes donne lieu a de nombreux composés cycliques ou non

classés comme suit :

* (20 : diterpénes
+ (30 : triterpénes

*+ C5 : isoprénes
#+ C10 : monoterpénes

+ C15 : sesquiterpénes + C40: tétraterpénes
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Isopréne Géraniol Limonéne a-Pinéne

Farnésol

l\\\\\\\\\

a~-Caroténe

Figure 7: Structures de certains composés terpéniques

II.3 Saponines

Du latin "sapo" qui veut dire savon, les saponines sont des composés qui moussent lorsqu'on
les agite en présence d'eau. On ne connait pas exactement leur fonction mais on les soupgonne
d'étre synthétisés par les plantes dans le but de se protéger contre les dommages causés par leur
environnement (insectes, bactéries, champignons). En effet des activités antimicrobiennes [27]
insecticides [28], et molluscicides [29] leurs sont connues. Ils ont également des propriétés
pharmacologiques telles que des effets antalgiques [30], antidépresseurs [31], [32] et
hémolytiques [30].

Les saponosides ou saponines sont des composés synthétisés par les plantes ou les animaux
avec des taux variables d’une espece a 1’autre. Ce sont des hétérosides c'est-a-dire qu'ils
possedent une partie aglycone liée a un ou plusieurs sucres. La partie aglycone est un dérivé

soit des stéroides, des triterpénoides ou un stéroide alcaloide. Ils sont divisés en deux groupes
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principaux selon la structure de la partie aglycone.

Furostan-26-ol

258-spirostane (Néosapogénine) 25R-spirostane (Isosapogénine)

Figure 8 : Structures du Spirostane et de ses dérivés

Le premier groupe est composé des saponosides dits stéroidiques issus principalement des
angiospermes monocotylédonés. Dans ce groupe la partie aglycone est un squelette en C27
constitué généralement de six cycles et appelé spirostane (Figure 8) si le groupement hydroxyle
présent en C26 conduit a une liaison glycosidique qui donne un cycle a partir du furostan-26-
ol pour qui le cycle F est ouvert (Figure 8). Les cycles E et F sont issus de la cétalisation
intramoléculaire aprés oxydation en C16, C22 et C26 d’un précurseur cholestanique. On peut
observer des variations stéréo-structurales avec une configuration absolue en C25 : R et S ou
aprés la réduction de la double liaison C5/C6 qui conduit a la fusion en cis ou en trans des

cycles A et B (Figure 8).
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o

Diosgénine Digitogénine (fusion trans) Smilagénine (fusion cis)
Figure 9 : Structures de quelques saponines stéroidiques

Dans le deuxieme groupe on trouve les saponines triterpéniques issus principalement des
angiospermes dicotylédonées et chez quelques animaux marins. La partie aglycone de de ces
saponosides est composée d’un squelette en C30 dans lequel on trouve une structure
pentacyclique. Ces différents squelettes en C30 sont issus principalement de la cyclisation du
3S-2,3-¢époxy-2,3-dihydrosqualéne et trés rarement du squaléne lui-méme (Figure 10). Ces
métabolites sont généralement caractérisés par 1’existence d’une double liaison en C12/C13 et
la fonctionnalisation des méthyles en 23 et 28. On peut citer les exemples de la gypsogénine et

de I’acide madécassique.

[N NI

Squelette général des triterpénoides issus du 3S-2,3-époxysqualéne
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Gypsogénine Acide madécassique

Figure 10 : Structuration des saponines triterpéniques et exemples

I1.4 Polyphénols
I1.4.1 Généralités

Les polyphénols sont des composés organiques qui possédent un ou plusieurs groupes
aromatiques portant des groupements hydroxyles. Ils sont largement représentés dans le régne
végétal. Plus de 8000 composés ont été caractérisés a ce-jour. [33]

Toutefois, la répartition de ces composés dans les différents tissus de la plante est aléatoire.

Certaines ¢tudes ont démontré que la consommation de polyphénols a un effet bénéfique sur
le contrdle de certaines maladies chroniques telles que les cancers, les maladies inflammatoires,
le diabéte mellitus [34].

Les polyphénols apportés par 1’alimentation sont 1’un des sujets de prédilection des
scientifiques ces derni¢res décennies. Ils intéressent aussi bien les chercheurs que I’industrie
agro-alimentaire et les consommateurs. Les recherches effectuées sur ce sujet ont démontré que
les polyphénols avaient un role important pour la prévention de certaines maladies
dégénératives (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives, diabete, ...).

Du fait de leur fort pouvoir antioxydant et combinés aux vitamines ayant une fonction
antioxydante (exemple : Vitamines C et E) et aux enzymes, ils sont capables de constituer une
défense contre les especes réactives de 1’oxygene qui sont les actrices principales du stress
oxydant.

Les polyphénols apportés par la consommation des fruits et légumes sont le but de cet
investigation. Ils sont répartis en 2 grandes catégories : les flavonoides et les non-flavonoides
(Figure 11). La catégorie des non-flavonoides regroupe les acides phénoliques simples, les

stilbénes et les lignanes.
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Figure 11 : Classification des Polyphénols Naturels

I1.4.2 Acides phénoliques

11.4.2.1 Dérivés de 1'acide benzoique

Les acides phénoliques font partie de la classe des polyphénols. Ce sont les composés les
plus simples que I’on puisse rencontrer dans cette famille. On distingue deux catégories : les
dérivés de 1’acide benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique.

Les dérivés de 1’acide benzoique appelés acide hydroxybenzoique ont un schéma en Ce - C;
(Figure 12). Ils sont composés d’un seul noyau aromatique portant une fonction acide

carboxylique et un ou plusieurs groupements hydroxyles. L’acide gallique est la molécule la

plus représentative de ce groupe.

E\? 0 OH o] OH o) OH
HO (o) H3CO OCHj3
HO OH HiCO H
OH
OH OH

Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique Acide syringique

Figure 12: L’acide benzoique et ses dérivés
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11.4.2.2 Dérivés de I'acide cinnamique

Les dérivés de I’acide cinnamique appelés acide hydroxycinnamique ont un schéma en C6
— C3 (Figure 13). Ils sont composés d’un seul noyau aromatique et d’une chaine 2-énoique. Les

composés les plus représentatifs sont les acides caféique, coumarique et férulique. (Figure 14)
[0}
[¢] [¢] [e]
N HO:OA\J\ /@A\J\ ”3‘30:@/\)‘\
OH OH OH OH
HO HO HO

Acide cinnamique Acide caféique Acide coumarique Acide férulique

Figure 13 : L’acide cinnamique et ses dérivés

11.4.2.3 Remarques

Les acides phénoliques simples sont retrouvés dans toutes les parties de la plante. On les
retrouve souvent impliqués dans des liaisons esters.

Exemple 1 : L’acide gallique est retrouvé sous formes d’esters pour donner les tannins
hydrolysables. Ces esters portent le nom de gallate.

Exemple 2 : En formant une liaison ester avec 1’acide (L)- quinique, I’acide café¢ique donne
I’acide chlorogénique.

Chez les végétaux consommables par les humains et les animaux, il y a une faible
concentration des dérivés de l'acide benzoique contrairement a ceux de 1'acide cinnamique qui

eux sont tres présents.

I1.4.3 Flavonoides

Les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols. Ils sont composés
de deux cycles benzéniques notés A et B reliés par un chainon de trois atomes de carbones qui
peut évoluer en hétérocycles (Figure 14). Par la diversité des structures, on distingue plus de
dix groupes dont les plus importants sont les flavonols, les flavones, les flavan-3-ols, les
anthocyanidines, les flavanones et les isoflavones.

Pour différencier les catégories de flavonoides, on se base sur la structure et le niveau
d’oxydation du I’hétérocycle central.

Pour chaque type de flavonoides, il peut exister des variations sur le squelette :

(1) Le niveau d’hydroxylation

(2) Le niveau de méthoxylation
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(3) Le niveau de glycosylation ; exception faite de certains flavonoides existant sous forme

libre. La majorité des flavonoides sont liés a un ou plusieurs oses.

OH O
— W C
e VR

O O

Figure 14 : Structure de base des flavonoides

11.4.3.1 Chalcones

Chez les chalcones (Figure 15), I’hétérocycle n’est pas formé. C’est un métabolite
secondaire synthétisé par plusieurs plantes et c’est également un intermédiaire de synthese

pour les flavonoides. Elle apporte une contribution dans la coloration des plantes.

e

Squelette de base des chalcones Cordoine

Figure 15 : Structure de base des chalcones et exemple
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11.4.3.2 Flavanones

Les flavanones sont caractérisés par la formation d’un hétérocycle saturé (Figure 16). Ils

sont principalement trouvés dans les agrumes.

Figure 16 : Squelette de base des flavanones

11.4.3.3 Flavonols

Les flavonols ont une structure similaire a celle des flavanones mais 1’hétérocycle est
insaturé (Figure 17). Ils différent des flavones par la présence de groupement(s) hydroxyle(s).
On peut les retrouver sous leur forme libre (aglycone) comme la quercétine ou liés a un ou
plusieurs sucres (hétérosides) comme la rutine (Figure 17). Ils sont majoritairement trouvés

dans les oignons, le poireau, le chou ou les baies.
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OH
(0]
HO 0
R,
0 OH 0
Squelette de base des flavones Flavonols (Quercétine : R; = R; =-OH)

..... mOH

SNH

Rutine

Figure 17 : Squelette des flavonols et exemple

11.4.3.4 Flavan-3-ols

Les flavan-3-ols constituent la classe de flavonoides ayant les structures les plus complexes.
Ils peuvent étre composés de monomere tel que la catéchine ou de polyméres comme les
proanthocyanidines. IIs peuvent étre estérifiés par 1’acide gallique et/ou subir d’autres réactions
d’hydroxylation conduisant ainsi a des structures de plus en plus complexes telles que les

gallocatéchines ou les épigallocatéchines (Figure 18).
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OH

HO 0
w OH
R
OH

Squelette de base des flavan-3-ol

OH OH
HO 0 Oi HO 0] =
\\\\‘\\ OH N OH

vy, ///O -

OH

OH
(+)-Catéchine (-)-Catéchine

OH

OH
OH OH
HO (0} -
\\\““. " OH
N OH

. ",y

(6]
OH OH
OH OH o)
(0)
OH
OH
OH
OH

Catéchine gallate Epicatéchine gallate

Figure 18 : Structure des Flavan-3-ols et exemples
On retrouve les flavan-3-ols dans les fruits comme 1’abricot, dans le chocolat noir et

principalement dans le thé noir.

11.4.3.5 Anthocyanines

Les anthocyanes ou anthocyanines (du grec anthos = fleur, kydneos = pourpre) sont des
pigments naturels solubles dans I'eau avec des couleurs allant du rouge au bleu. Elles sont
présentes dans les fruits, dans les feuilles et les racines de diverses plantes terrestres mais

absents des animaux et des plantes aquatiques. Dans ce type de flavonoides 1’hétérocycle formé
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est doublement insaturé donnant ainsi a I’oxygene un caractére déficitaire en électron mais
stabilisé par la résonance. Ce sont des pigments naturels qui sont stables surtout quand ils sont
liés avec des oses. Dans cette catégorie on trouve la cyanine, la delphinidine, la péonidine et la
malvidine (Figure 19). Ces composés sont largement présents dans le vin rouge, les oignons
rouges et 1’oseille rouge.

Les anthocyanines sont caractéristiques pour leurs propriétés antioxydantes. Les
anthocyanines sont favorables au maintien de la bonne santé et notamment contre le

vieillissement cellulaire. Ils permettent également aux plantes de se protéger des radiations

ultraviolettes.
OH OH
OH
HO CLO
X OH HO co
X OH
/
OH 7 OH
OH OH
Cyanine Delphinidine
OH O/
Cl”§ o
HO (@)
A O/
HO crd
AN o
/ OH
7 OH
OH
OH
Péonidine Malvidine

Figure 19 : Structures des anthocyanines et exemples
La différentiation des anthocyanines se fait par leur degré d'hydroxylation et d’O-méthylation
et par le nombre et la position des oses branchés sur le squelette. Dans beaucoup d’espéces on

trouve des anthocyanines monoglucosylées ou diglucosylées en forte teneur (Figure 20).
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OH
HO o}
OH
/
0 > 4 on
HO
OH

HO

Malvidine-3-glucose Péodinine-3,5-diglucose

Figure 20 : Structures d’anthocyanines glycosylées

11.4.3.6 Tanins

Les formes condensées des polyphénols sont représentées par les tanins et les lignines. Elles
sont obtenues par la condensation des formes simples (acides phénoliques et flavonoides) des
polyphénols. Cette réaction permet d’avoir des composés beaucoup plus complexes qui peuvent
présenter encore une hydro solubilité (tanins) ou avoir un caractere lipophile (lignines).

Les tanins sont utilisés depuis 1’antiquité pour leur faculté a tanner et/ou brunir les peaux
d’animaux. Ils sont responsables de 1’astringence de certains fruits et des produits transformés
qui en découlent comme le vin. On distingue deux types de tanins : les hydrolysables et les

condensés. Ils sont différents par leurs compositions et leurs propriétés physico-chimiques.

e Les tanins hydrolysables (Figure 21) sont formés par la condensation de I’acide gallique
ou d’un de ses dimeres comme I’acide éllagique avec un ose ou de I’acide quininique.
Ces tanins peuvent subir une hydrolyse chimique alcaline ou acide ou bien une

hydrolyse enzymatique.
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OH
HO OH

1,2,3,4,6-Pentagalloylglucose
OH HO

HO OH
OH O HO/@ OH

Acutissimine

Castalgine

Casuarictine

Figure 21 : Structures de certains tanins hydrolysables

. Les tanins condensés ou proanthocyanidines résultent de la condensation de 2

a plusieurs flavan-3-ols, parfois d’unités flavan-3,4-ols. Les unités monomériques

formant les tanins condensés sont des dérivés de la catéchine ou d’un de ses isomeéres.

Les tanins condensés ne sont hydrolysables que sous des conditions chimiques tres

agressives. Les unités de base des tanins condensés peuvent se lier de maniére linéaire

par des liaisons C-C ou se ramifier par des liaisons C-O-C. Ce sont donc des mélanges

de plusieurs polyflavonoides (Tableau 3) On les trouve en grandes quantités dans

certains fruits (pommes, raisins, prune, ...) et dans certaines boissons fermentées ou non

(thé, cidre, bissap, vin...).

Les tannins condensés sont toujours constitués d’un mélange en proportions variées

des quatre types de polyflavonoides définis dans le tableau 3 ci-dessous.
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Tableau 3 : Formation des tanins condensés a partir de ces quatre polvflavonoides

R; =H : Noyau A Résorcinol

R; = OH :Noyau A Ploroglucinol

R, = H :Noyau B Caatechol

R, = OH :Noyau B Pyrogallol

Noyau A

Flavonoide

Polyflavonoides

Résorcinol

Catéchol

OH
e
SONa
OH

Fisetinidol

Résorcinol

Pyrogallol

OH
o
HO O O OH
OH

Robinetinidol

Phoroglucinol

Pyrogallol

OH
X,
HO O O OH
OH
OH

Gallocatéchine

Phoroglucinol

Catéchol

O
H°
OH
OH

Catéchine

H

OH

Procyanidine




I1.4.4 Biosynthese des polyphénols

Le phosphoénol pyruvate et 1’érythrose-4-phosphate sont des intermédiaires réactionnels
lors de la glycolyse et la voie des pentoses phosphates respectivement. Ils sont impliqués dans
la voie du Shikimate qui va produire les deux acides aminés aromatiques qui sont la
phénylalanine et la tyrosine (Figure 22).

Le malonyl-CoA est issu de ’acétyl-CoA qui est le produit final de la glycolyse et de la -
oxydation des acides gras. La carboxylation de 1’acétyl-CoA par I’acétyl-CoA carboxylase va
former le malonyl CoA qui est aussi un intermédiaire réactionnel de la biosynthese des acides

gras (Figure 22).

Figure 22 : Synthése des grandes lignes de la biosynthése des polyphénols.

La biosynthese de la plupart des composés phénoliques démarre avec deux acides aminés
aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés aromatiques sont
formés a partir de sucres simples a travers la voie du Shikimate.

La synthese de la majorité des composés phénoliques chez les végétaux commence avec la

désamination de la phénylalanine avec le PAL (Phénylalanine ammonialyase) [20].

11.4.4.1 Synthése des acides hydroxycinnamiques

Apres la désamination de la phénylalanine par le PAL, on forme I’acide cinnamique qui est

le précurseur de tous les phénylpropanoides [20] (Figure 23).
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Les phénylpropanoides simples (p-coumarine, caféique, férulique, et sinapique) sont des

dérivés de I’acide trans-cinnamique par hydroxylation, méthylation et réduction [35].

COOH COOH
Phénylalanine \
_—
ammonialyase

NH,

Phénylalanine acide cinnamique l
Tyrosine
e
NH, ammonialyase
HO HO
Tyrosine acide paracoumarique

X~ COOH X~ COooH

-~
HO HO
OCH, OH
acide férulique acide caféique
H3CO COOH
HO X~ COoH s AN
>
HO
HO
OCH,
OCHs
acide 5-hydroxyférulique acide sinapique

Figure 23 : Biosynthése des acides hydroxycinnamiques
Lors de la synthese des acides hydroxy cinnamiques, il existe une seconde voie faisant appel
a la tyrosine. Ainsi, c’est I’acide p-coumarique qui est directement synthétisé en faisant appel a
la TAL (Tyrosine ammonialyase). L’acide 5-férulique synthétisé est juste un intermédiaire

réactionnel pour la synthése de I’acide sinapique. Il n’est pas accumulé dans les cellules.

11.4.4.2 Syntheése des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules en C15 ayant une structure C6-C3-C6. Ils sont
synthétisés grace a la combinaison du p-coumaroyl-CoA, ester de I’acide coumarique, et de

trois unités malonyl-CoA pour former la chacone [20]. Plusieurs réactions complexes sont
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nécessaires pour construire chacun des sous-groupes contenus dans les flavonoides

(hydroxylation, méthylation, oxydation, réduction, glycosylation,...) (Figure 24) [20].

Figure 24 : Biosynthése des flavonoides
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III. Les métabolites primaires des végétaux
ITI.1 Protéines

ITI.1.1Diversité des protéines

Du grec ancien mpwtelov, proteion, qui signifie « tout premier », le chimiste suédois Jons
Jakob Berzelius [36], [37] a jugé adéquat de donner le nom de protéine a ces produits isolés
suppos€ément présents dans tout le régne animal et végétal pour souligner leur abondance dans
les organismes vivants.

Mais que sont donc les protéines ?

Les protéines sont constituées d’un enchainement lin€aire d’acides aminés, ayant une
longueur variable pouvant aller de quelques dizaines a quelques milliers d’aminoacides.

Apres traduction de I’ARNm par le ribosome, dans le cytoplasme, les protéines
néosynthétisées peuvent subir des modifications post-traductionnelles (Tableau 4). Ces
modifications peuvent éventuellement concerner les chaines latérales de certains acides aminés,

mais aussi, la combinaison de la protéine avec d’autres molécules.
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Tableau 4 : Classification des protéines

Catégorie Fonction générale Exemple Raéle biologique
Enzymes Catalyse des réactions Anhydrase Accélération des
carbonique échanges de CO
Protéines de  Organisation, Collagene Constituant des tendons,

consolidation ou
protection des tissus

structure

du cartilage, des os

Protéines de
transport

Faciliter le transport des
ions/molécules a travers
les membranes

Lactose perméase

Assure le passage et
I’accumulation du
lactose dans les bactéries
Escherichia coli

Protéines de = Reconnaissance et Immunoglobulines Fixe spécifiquement les
défense neutralisation des structures étrangeres
structures €trangeres (antigenes) et favorise
leur élimination
Protéines de  Nutrition des embryons Ovalbumine Source énergétique et
réserve protection de I’embryon
Moteurs Conversion énergie Myosine Contraction musculaire
moléculaires chimique —¢énergie
mécanique
Récepteurs  Détection et Rhodopsine Captage des photons
transduction de signaux dans les disques
chimiques, électriques, rétiniens
mécaniques, lumineux
Régulateurs de Modulation de Gendp Controle du
transcription 1’expression des genes métabolisme des
molécules azotées chez
la levure Saccharomyces
cerevisiae
Hormones Communication Insuline Entrée et consommation

chimique entre les tissus

et les organes

du glucose dans les
tissus des vertébrés

Les protéines peuvent donc étre classées en deux catégories : les holoprotéines et les

hétéroprotéines.

Les holoprotéines sont uniquement composées d’acides aminés tandis

que les

hétéroprotéines sont quant a elles liées a d’autres molécules. Ces hétéroprotéines peuvent, elles

étre classées en 6 catégories selon la nature des molécules liées (Tableau 5).
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Tableau 5 : Classification des protéines selon le groupement prosthétique

Classe Groupement prosthétique Exemple
Glycoprotéines Glucides Immunoglobulines
Lipoprotéines Lipides Lipoprotéines du sang
Phosphoprotéines Phosphate Caséine du lait
Hémoprotéines Heéme Hémoglobine
Flavoprotéines Coenzymes flaviniques Succinate déshydrogénase

FMN, FAD
Métalloprotéines Fe!l Aconitase

Fe'l Transferrine

Cu" Céruloplasmine

Ca" Calmoduline

Zn" Anhydrase carbonique

Mn'"! Catalase

Ni Uréase

Mo""! Nitrate réductase

I11.1.2Les acides aminés

Sachant que les protéines sont constituées d’acides aminés, on peut se demander quels sont
donc ces ¢éléments.

Les acides aminés retrouvés dans les protéines sont au nombre de vingt (Tableau 6), ils sont
tous de conformation L. En plus de ces vingt acides aminés deux autres aminoacides sont aussi
retrouvés (trés rarement) dans les protéines : la sélénocystéine et la pyrrolysine.

Ces vingt aminoacides ont des caractéristiques communes. Ils posseédent tous une fonction
amine primaire (sauf la proline qui a une fonction amine secondaire) et une fonction carboxyle.
Seule leur chaine latérale permet de faire la différence. C’est donc cette chaine latérale ou

radical qui confére a I’acide aminé ses propriétés physico-chimiques.
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Tableau 6 : Liste des 20 acides aminés

Acide aminé Codes mol:/c{:lslizire PKI (a p(Izz pKS3 pl
3 lettres | 1 lettre (Da) COOR) NH"3) (R)
Glycine Gly G 75 2,3 9,6 5.9
Chaine latérale (R) apolaire aliphatique
Alanine Ala A 89 2,3 9,7 6,0
Valine Val \Y 117 2,3 9,6 5,9
Leucine Leu L 131 2.4 9,6 6,0
Isoleucine Ile | 131 2.4 9,7 6,0
Proline Pro P 115 2,0 11,0 6.5
Méthionine Met M 150 2,3 9,2 5,7
Chaine latérale (R) aromatique
Phénylalanine Phe F 165 1,8 9,1 5.4
Tyrosine Tyr Y 181 2,2 9,1 10,46 | 5,6
Tryptophane Trp W 204 2,4 9,4 5,9
Chaine latérale (R) polaire non chargée a pH=7
Sérine Ser S 105 2,1 9,2 [>13,0] 5,6
Thréonine Thr T 119 2,1 9,7 |>13,0| 5,7
Cystéine Cys C 121 2,0 10,25 | 8,2 | 6,4
Asparagine Asn N 132 2,0 8,8 5,4
Glutamine Gln Q 146 2,2 9,1 5,6
Chaine latérale (R) polaire chargée - a pH=7
Aspartate Asp D 132 1,9 9,6 3,8 2,8
Glutamate Glu E 146 2,2 9,7 42 | 3.2
Chaine latérale (R) polaire chargée a + pH=7

Lysine Lys L 147 2,2 9,2 10,6 | 9.9
Arginine Arg R 175 2,2 9,0 12,5 | 10,7
Histidine His H 155 1,8 9,2 6,0 | 7,6
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I11.1.2.1  Propriétés chimiques
Les acides aminés retrouvés dans les protéines se distinguent les uns des autres par leur
radical R. C’est ce radical qui donne aux acides aminés leurs propriétés chimiques a savoir :
leur hydrophobicité, leur polarité et leur charge. On parle d’acide oo aminés car les fonctions
amines et carboxylates sont sur le carbone central nommé a (Tableau 7).

Tableau 7 : Structure des acides aminés classés en fonction de leur propriété chimique

Code Code

Nom
Forlmule 1 lettre 3 lettres

NH,
Sérine HO\)\Q/DH S Ser
Thréonine T Thr
. H
Asparagine HZN—E) N Asn
Acides aminés "
non chargés Non
Glutamine KN Q Gln
H,
Q
Cystéine HZN—z\ZOH C Cys
. SH
Tyrosine Q_O{*C'“ Y Tyr
HZ
. OH
Glycine H.N /\"’ G Gly
o)
CH,
Alanine HZN/IYO A Ala
OH
NH,
Acides aminés Valine Har\l/l\g/m v val
CH,
non polaires 0
(hydrophobes) Leucine H:C OH L Leu
H, NH,
0 H,
Isoleucine ho H, I Ile
H2
H
Proline Q—€ P Pro
H
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NH.
Méthionine  HCy_ /\/l\n,ﬂ M Met
Phénylalanine mruu F Phe
_ o]
T t h H,
ryptophane @r‘gz \%Y Trp

Lysine \_\—>_< K Lys
OH
Acides aminés Arginine e TH \NJ\WW R Arg
0

chargés positivement N

Histidine N H His

</ f [ OH

0
Aspartate 0. -
Acides aminés N\o b Asp
2
chargés négativement
Glutamate o - E Glu

I1II.1.2.1.1  Acides aminés hydrophobes

L’hydrophobicité de ces acides aminés est due a leurs radicaux qui sont apolaires et
interagissent trés peu ou pas du tout avec 1’eau.

Les acides aminés a chaine aliphatique (Leu, Ala, Val, Ile, Phe), la M¢éthionine, le
Tryptophane et la Proline font partie de ce groupe. La méthionine et le tryptophane ont des
atomes capables de former les liaisons hydrogenes (S de la méthionine et le groupement NH du
tryptophane) ils sont tous les deux totalement hydrophobes.

Les acides aminés se trouvent au cceur des protéines ou en interaction avec d’autres

groupements hydrophobes afin de s'isoler du milieu cellulaire.

I11.1.2.1.2  Acides aminés polaires

Les acides aminés ayant des groupements hydroxyles (Ser, Thr, Tyr), thiols (Cys) amides
(Asn, Gln) ou un cycle polaire imidazole (His) font partie de ce groupe de méme que la glycine.
Les acides aminés se retrouvent a la surface des protéines et on peut les retrouver a I’intérieur

des lors qu’ils peuvent établir des liaisons hydrogénes.
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La glycine se trouve dans ce groupe car elle n’est ni hydrophobe, ni chargée.

I1.1.2.1.3  Acides aminés chargés a pH 7

Quatre acides aminés forment ce groupe. Il s’agit de 1’aspartate, le glutamate, la lysine et
I’arginine. A pH physiologique, 1’aspartate et le glutamate sont chargés négativement alors que

la lysine et I’arginine sont chargés positivement.

I11.1.2.2  Propriétés physiques

La solubilité des acides aminés est dépendante de leur chaine latérale et du pH de la solution.
Ils sont solubles dans 1’eau exceptés les acides aminés a longues chaines (Val, Ile, Leu).
Globalement les acides aminés sont peu solubles dans les solvants organiques sauf la proline
qui a une bonne solubilité¢ dans I’éthanol.

Les acides aminés n’absorbent pas la lumiere visible (380-780 nm) mais ils peuvent absorber
en UV en dessous de 230 nm. Seuls les acides aminés aromatiques absorbent dans I’UV proche
(250-280 nm). (Phénylalanine : 257 nm ; Tyrosine : 275 nm ; Tryptophane : 280 nm). Cette
faculté des acides aminés aromatiques a absorber en UV est utilisée pour doser les protéines.

Excepté la glycine, les acides aminés possedent un centre chiral (carbone asymétrique). La
présence d’un centre chiral permet de distinguer les isomeres optiques L et D. Les dix-neuf
acides aminés ont la capacité de dévier la lumiére polarisée avec un angle de rotation spécifique
du plan de la lumicre polarisée.

angle de rotation a
lxC

[ : longueur du tube en dm et C concentration en acide aminé en g/mL

[a]3® =

Les acides aminés formant les protéines sont tous de configuration L.

I11.1.2.3  Liaison peptidique

Les acides aminés des protéines se polymérisent en condensant la fonction amine d’un acide

aminé avec la fonction carboxyle d’un autre en éliminant une molécule d’eau (Figure 25).
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0 0
+ [ |
H;N TH c—oO0 + N TH c—0
R, R,
H,0
ﬁ T ﬁ
H,N TH C——N t‘:‘H c—0
R; Ry

Figure 25 : Formation de la liaison peptidique

La liaison amide est appelée liaison peptidique chez les protéines.

In vivo ou in vitro, les liaisons peptidiques peuvent étre rompues par hydrolyses ou par les

enzymes (les endo et exopeptidases).

Pour faciliter la lecture on distingue les deux cotés d’une chaine polypeptidique (Figure 26) :

| o

N—/—CH—C——O

i R;

a—0O

70

Extrémité N-Terminale Extrémité C-Terminale

Figure 26 : Structuration d'une chaine polypetidique
La charge générale de la chaine polypeptidique est donc donnée par les radicaux des résidus

aminés. Les pKa des différentes fonctions ionisables des polypeptides sont donnés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 8).
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Tableau 8 : pKa des fonctions ionisables de certains acides aminés

Groupement pKa
C-Terminal O 3,5
1
Aspartate (|)| 3,9
—CH, C—OH
Glutamate (|)| 4,1
CH;——CH, C—OH
Histidine 1 6,0
——CH, —@ "
Cystéine CH, SH 8,4
N-Terminal _ IiIH3 9,0
Tyrosine 10,5
——CH, OH
Lysine —  CH; CH, CH, CH,—NH, 10,5
Arginine NH, 12,5

CH;—— CH,——CH,—— NH—C=—NH,"

La majorit¢ des chaines polypeptidiques sont constitués entre 100 et 1000 résidus
aminoacides. Comme il existe 20 acides aminés, les polypeptides ayant une taille identique
peuvent étre considérablement différents. Il existe 20" possibilités avec n représentant le

nombre de résidus.

II1.1.3Structure protéique
Il existe quatre niveaux de structurations des protéines

I1I.1.3.1  Structure primaire

La structure primaire des protéines est définie comme 1’enchainement linéaire des acides
aminés via la liaison peptidique. Cette structure est rarement adoptée par les polypeptides dans
les conditions physiologiques. Avec cette structuration, on détermine les structures N et C

terminales ((N a gauche, C a droite) comme convention de lecture.
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I11.1.3.2  Structure secondaire
La structure secondaire des protéines est soumise a la liaison peptidique (délocalisation des
¢lectrons). Ce sont des enchainements N-C.-C des acides aminés qui forment un plan

peptidique (Figure 27).

W —~ ~ Cu\c /

(0}

Figure 27 : Liaison peptidique des acides aminés
Le squelette peptidique peut subir une rotation limitée autour des liaisons N-C,, et Cy-C.
Il existe deux types de structurations majoritaires.

I11.1.3.2.1 Hélice a

Grace a Linus Pauling [38] et ses constructions de modeles on a pu identifier les hélices a.
L’hélice a est une hélice droite. Le squelette peptidique s’enroule sur lui-méme. Chaque tour
d’hélice incorpore 3,6 résidus d’acides aminés et s’éléve de 5,4 A le long de son axe.

Dans ce type de structure les liaisons hydrogeéne sont formées entre 1’atome d’oxygeéne du
groupement carbonyle et le groupement NH du squelette situé quatre résidus plus loin. Les

hélices a font généralement 12 résidus de long. Les radicaux sont tournés vers I’extérieur.

I11.1.3.2.2  Feuillet plissé

Les feuillets plissés B ont eu droit a leur modele en méme temps par Linus Pauling et Robert
Corey [38]. Les feuillets plissés 3 sont constitués de brins alignés (séquence polypeptidique).
Les chaines polypeptidiques des feuillets 8 plissés sont liés entre eux par des liaisons hydrogeéne
intramoléculaires (intra chaines) formées entre le groupement carbonyle d’un brin et les
groupements amides de la chaine adjacente. Les feuillets B peuvent étre paralléles ou
antiparalleles. Les brins constituant les feuillets [ parall¢les ont la méme polarité alors que les
brins constituants les feuillets 3 antiparall¢les sont de polarités opposées.
Les feuillets B plissés contiennent au moins deux brins 3 et peuvent en avoir plus de douze. En
moyenne on trouve six brins et dans chacun d’eux, il y a six résidus d’acides aminés.
I11.1.3.2.3  Structures secondaires irréguliéres

Les feuillets plissés B et les hélices a sont considérés comme des structures secondaires

réguliéres. Ils sont identifiables dans la structure tertiaire. En considérant I’identité des chaines

latérales et des autres groupes présents, les hélices a et les feuillets B peuvent étre déformées
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par rapport a leurs conformations idéales. Les hélices a sont Iégerement étirées au niveau de la
derniére spire, a ce niveau, ils sont plus fins et plus long.

Les ¢léments de structures secondaires réguliéres sont reliés par des boucles
polypeptidiques. Les boucles peuvent étre des couches simples en forme d’épingle a cheveux

ou elles peuvent étre assez longues quand elles relient des brins 3 paralléles.

I11.1.3.3 Structure tertiaire

L’organisation spatiale des protéines est connue comment étant la structure tertiaire. C’est
grace a cet arrangement spatial que la protéine acquiert ses fonctions.

Dans la structure tridimensionnelle on inclut les structures secondaires régulieres et
irrégulieres. Cette structure est stabilisée par des liaisons covalentes (ponts disulfures), des
interactions €lectrostatiques, des interactions de van der Waals et des interactions avec le
milieu. Lorsque ces interactions sont rompues, la protéine perd sa fonction.

Les acides aminés ¢éloignés dans la structure primaire peuvent se rapprocher lors du
repliement de la chaine polypeptidique dans le but de former un site de fixation ou actif.

Dans la structure tridimensionnelle, les acides aminés polaires sont retrouvés en surface alors

que les résidus hydrophobes se retrouvent au cceur de la structure.

I11.1.3.4  Structure quaternaire

Certaines protéines, surtout celles dont la masse molaire dépasse 100 kDa, sont constituées
de plusieurs chaines polypeptidiques que I’on appelle sous-unité. Elles peuvent étre identiques
ou non.

Lorsque ces sous unités s’arrangent spatialement on obtient la structure quaternaire. Les
sous-unités sont maintenues entre elles par les mémes phénomeénes impliqués dans la structure

tertiaire

I11.1.4Biosynthese des protéines

Les protéines représentent plus de 50% de notre poids sec. Elles sont issues de la traduction

de notre information génétique encodée dans I’ ADN.

M1.1.4.1  Elucidation du code génétique

C’est dans les années 1960 que le code génétique (Figure 28) a été ¢€lucidé, grace a des
expérimentations sur des extraits d’Escherichia coli qui contenait un mélange de ribosomes,
d’ARN, et des enzymes solubles. Quand on met ce mélange en contact d’un polymere d’acide

uridylique (UUUU...) on synthétise un polymere phénylalanine. Grace a cela on a démontré
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que le triplet UUU encode la phénylalanine. Cette premicre expérience a permis de faire

correspondre les acides aminés avec des codons un utilisant les ARNm de synthése.

2¢me Nycléotide du codon
U C A G
UUU uCu UAU UGU U
Phe Tyr Cys
U uuC ucc S UAC UGC C
cr
UUA UCA UAA UGA | Stop | A
Leu Stop
UUG UCG UAG UGG | Trp |G | w
- CuU CCU CAU | . | cGu u | .2
S His Z
S CuC CCC CAC CGC C | &
s | C Leu Pro Arg o
= CUA CCA CAA al CGA A | S
n =
2 CUG CCG CAG CGG G | &
< AUU ACU AAU AGU U | &
2 Asn Ser 1)
S AUC | Ile | ACC AAC AGC cC | g
Z A Thl' [=)
/ AUA ACA AAA AGA A | B
C Lys Arg
AUG | Met | ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU A GGU U
GUC GCC Gac | P [Gae C
G Val Ala Gly
GUA GCA GAA Gl GGA A
GUG GCG GAG eTeTe G

Figure 28 : Code génétique
I11.1.4.2 Redondance du code génétique

Les ARNm sont constitués de 4 nucléotides U, A, C et G répétés pour composer la séquence a
déchiffrer. Si lors de la traduction, la cellule n’utilisait qu’un seul nucléotide ou deux on ne
pourrait pas encoder les 20 acides aminés. Alors que lorsqu’on utilise trois nucléotides, on
obtiendrait 64 combinaisons, donc suffisamment de possibilités pour encoder les 20 acides
aminés. Le code génétique est redondant car plusieurs triplets codent pour le méme acide aminé.
Dans le code génétique, 3 codons (UAA, UAG, UGA) n’encodent pas pour les acides aminés,

mais pour des codons-stop.

I11.1.4.3  Synthése des protéines

La synthese protéique est divisée en deux parties :
+ la transcription de ’ADN en ARNm qui a lieu dans le noyau

* la traduction de I’ARNm qui se déroule dans le cytoplasme.
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I11.1.4.3.1 Transcription

La transcription de ’ADN en ARNm est le mécanisme par lequel le géne est exprimé : donc
I’information génétique (ADN) est convertie en une forme active I’ARN.

La transcription de I’ADN en ARN est identique a la réplication de I’ADN car elle consiste
en la polymérisation des ribonucléotides. La transcription est répartie en trois phases : initiation,
¢longation et terminaison.

I11.1.4.3.1.1  Spécificités de la transcription chez les Eucaryotes
Contrairement aux procaryotes, la transcription se déroule dans le noyau
Chaque geéne code pour une protéine unique.
Les genes sont éclatés entre séquences codantes (exons) et non codantes (introns). La
transcription du gene donne lieu a un pré—ARN qui subira une étape supplémentaire :
I’épissage pour enlever les introns et donner I’ARNm.
La transcription est effectuée par trois types d’ARN polymérase distinctes.
# ARN polymérase I — transcription des ARNr sauf ARN 5S
# ARN polymérase II — transcription des ARNm et ARNmi
#+ ARN polymérase III — transcription des ARNr, ARN 5S et ARNsn
I11.1.4.3.1.2  Action de ' ARN polymérase I1

L’ARN polymérase II est constituée de 12 sous-unités.

La plus grosse d’entre elles Rpbl posséde un domaine C-terminal : le CTD (C-terminal
domain)

% Initiation de la transcription.

Afin d’initier la transcription, on aura besoin des facteurs généraux de transcription qui
reconnaissent les promoteurs au niveau de I’ADN. Ces facteurs généraux de transcription
recrutent, orientent la polymérase et I’aident durant ses premiers pas.

Les polymérases ont besoin de la TBP (Tata — Binding Protein) qui va se placer avant le site

initiateur pour courber I’ADN a 90°.
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Figure 29 : Structure cristalline de TBP/TATA-box de la levure (RSCB : 1YTB) [39]

Chez les eucaryotes, ces facteurs généraux de transcription sont au nombre de sept :

TFIIA, TFIIB, TFIIC, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH

Avant de démarrer la transcription, on a besoin de former un complexe contenant I’ARN
polymérase II et le promoteur minimal (plus petite unité nécessaire et suffisante a 1’initiation
de la transcription).

Cette pré-initiation nécessite la coopération de TFIIA, TFIIB et TFIID pour pouvoir
positionner correctement I’ARN polymérase II.

L’ARN polymérase II est associée a TFIIF et est recrutée pour former le complexe de pré-
initiation fermé. Ce complexe est favorisé par la présence d’un assemblage multiprotéique : le
médiateur qui va former un pont entre les activateurs de la transcription et I’ARN polymérase
IT via son CTD (C-Terminal Domain) non phosphorylé. Le CTD de I’ARN polymérase II est
contenu dans la plus grosse sous unité de celle-ci nommée Rpbl. Le CTD est un domaine
flexible qui contient un heptapeptide répété 52 fois (Y1 —S2 —P3 —TU — S4 — P6 — S7).

+ Complexe pré-initiation

Pour démarrer la transaction, la double hélice d’ADN doit s’ouvrir sur 10 a 15 nucléotides
afin de former la bulle de transcription. TFIIH est le facteur qui permet cette action grace a son
activité hélicase ATP-dépendante. TFIIH est engagé jusqu’a arriver en aval du site initiateur
par TFIIE. On ins¢re les premiers nucléotides néanmoins, tant que quatre nucléotides ne sont
pas incorporés, la synthése peut étre avortée.

TFIIH possédant une activité kinase CDK 7 va phosphoryler les sérines en 5 du CTD pour
permettre le décrochage de la polymérase de son promoteur. Les 5 autres facteurs et le

médiateur sont dissociés de I’ARN polymérase II.
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+ Elongation de la transcription

L'¢longation de la transcription est comparable a celle des procaryotes.

L’ARN polymérase permet I’addition des ribonucléotides de 5’ en 3’ en utilisant la
complémentarité du brin matrice. L’ARN polymérase s’associe avec des facteurs d’élongation.
Cette élongation nécessite un réarrangement des histones et des nucléosomes de 1’ ADN.

Une fois que I’ARN polymérase s’est échappée du promoteur il va recruter un complexe de
pause (NELF + DSIF a travers son CTD — Ser 5 (P)). Le complexe va stopper la synthése du
transcrit apres 20 a 25 nt. Le complexe permet aussi de mettre en place la coiffe.

Une fois la mise en place de la coiffe terminée, il va y avoir une déphosphorylation du résidu
Ser 5P de CTD.

Les facteurs d’initiation vont perdre leur place au profit des facteurs d’¢longation P-TEFb et
TFIIS. P-TEFb en phosphorylant le résidu Ser 2 du CTP, et en phosphorylant de méme NELF
et DSIF. NELF sera relaché et DSIF sera activé puis recruté comme facteur d’élongation. TFIIF
va aider la polymérase en pause et reprendre 1’¢longation.

La vitesse d’¢élongation est dépendante des facteurs d’¢élongation. Celle-ci est d’environ 3-4
kb / min.

*+ Terminaison.

C’est un mécanisme qui est encore trés mal connu.

La terminaison de la transcription indique I’arrét de I’ARN polymérase, la libération du
transcrit d’ARN et enfin la séparation de ’ARN polymérase et du brin matrice d’ADN.

Du fait de I’imprécision de la terminaison, I’explication donnée par [40] que les génes codant
pour les protéines des eucaryotes possedent des signaux indéfinis dans leur séquence. Donc,
pour pallier cette imprécision, ’ARN polymérase ferait des arréts périodiques au cours de
I’¢longation pour donner une chance (opportunité) a ’arrét de la transcription. Les signaux
conduisant a la pause de I’ARN polymérase se trouvant a la suite des signaux de
polyadénylation.

Une hypothése souvent retrouvée c’est qu’une exonucléase va dégrader I’ARN en cours de
synthese a partir de son extrémité 5’ jusqu’a aller a la rencontre de I’ARN polymérase et la
décrocher de I’ADN matriciel.

*+ Maturation des pré-ARNm

Chez le procaryotes, transcription et traduction vont de paire alors que chez les eucaryotes
ce sont des processus séparés. L’ARN polymérase II synthétise un pré — ARNm qui va subir
des modifications post-transcriptionnelles pour donner lieu a I’ARNm nature. On compte tois

types de modifications :
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(1) Addition d’une coiffe en 5S°

(2) Adition d’une queue poly A en 3’

(3) Epissage.

C’est bien avant la fin de la transcription que la maturation de I’ARNm débute.
+ Addition de la coiffe en 5’

C’est presque des le début de la transcription que la coiffe est ajoutée aprés addition d’une
vingtaine de nucléotides.

La coiffe consiste en une guanine modifiée par méthylation (Figure 30). La guanine
méthylée est liée au premier nucléotide par une 5’5’ triphosphate. Le méthyle greffé en N7 de
la guanine provient d’une SAM.

Les 2°-OH des riboses des deux premiers sont méthylés grace aux SAM.

Grace a cette modification, la réactivité de 1’extrémité 5° est limitée. Cette modification

protege ’ARNm des exonucléases qui risquent de la dégrader.
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Figure 30 : Structure de la coiffe en 5’
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+ Addition de la queue poly A.

Pour I’addition de la queue poly A, I’extrémité 3°’—OH de I’ARNm est concernée. L’addition
de la queue se fait apres la terminaison de la transcription. Six complexes sont impliqués pour
catalyser cette addition CFI (cleavage factor I), CFII (cleavage factor II), CPSF (cleavage and
polyadénylation specificity factor), PAP (polymerase pol A), CstF (cleavage stimulating
factor), PABP (poly A binding protein).

Le signal de polyadénylation (AAUAAA) est fortement conservé dans la séquence d’ADN.
C’est le complexe PAP qui catalyse 1’addition lente d’environ douze résidus adénylates.
L’addition de la queue poly A se fait sans le brin nature d’ADN.

Le PABP va se fixer sur cette séquence d’adénylate dans le but de stimuler la PAP jusqu’a
I’addition de 200 a 300 résidus d'adénylation.

+ KEpissage

Les pré-ARNm sont une combinaison de région non codante (introns) et de régions codants
(exons). L’épissage est le mécanisme qui va permettre d’éliminer les introns et de lier les exons
entre eux pour former I’ARNm. Le mécanisme démarre bien avant la fin de la transcription.

L’¢épissage est accompli par un complexe de cing sn RNP (small nuclear ribonucleoprotein)
appelé spliceosome. Chacun des sn RNP est composé d’un petit ARN nucléaire (snRNA) noté
U1-U2-U4-US et U6.

Les séquences des snRNA sont les complémentaires partielles des séquences conservées lors
de I’épissage. C’est 1’association des snARN avec plusieurs protéines qui forment le snRNP
Ul- U2-U4-US et Ué.

Le spliceosome va jouer sur la reconnaissance des séquences conservées a la limite introns
5’exon et un résidu A conservé dans la séquence de I’intron.

L’association entre les bases conservées de I’ARNm et les séquences de snARN permet la
reconnaissance.

Le spliceosome effectue une réaction de transestérification en deux étapes.

Lors de ces réactions, le nucléophile (OH du ribose) et un groupement phosphoryle sont
impliqués.

Les réactions sont catalysées par le Mg®" qui va augmenter la nucléophilie du OH et stabiliser

le groupement phosphoryle.

5o eeeneeeecnnnne AG., GUAAGU A CAG, G....... 3

Exon 5' Intron Exon 3'

Figure 31 : Reconaissance intron/exon par le spliceosome
Les introns peuvent étre longs, ils peuvent aller jusqu’a 90 % du géne transcrit.
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+ Exportation des ARN
La transcription ayant lieu dans le noyau, les ARNm matures doivent étre exportés dans le
cytoplasme de la cellule pour étre traduits par les ribosomes. Seuls les ARNm, ayant été

contrdlés et correctement maturés peuvent étre exportés a travers les pores nucléaires (Figure

32).

Figure 32 : Mécanisme d’export des ARNm d’aprés M. Miller — MeNicoll et al. [41]
I11.1.4.3.2 Traduction

I11.1.4.3.2.1 Ribosomes
Les ribosomes constituent la machinerie de la traduction des protéines chez les eucaryotes
et chez les procaryotes. On les trouve libres dans le cytoplasme ou liés aux membranes du
réticulum selon la nature de la protéine synthétisée [42].
Les ribosomes eucaryotes ont un coefficient de sédimentation de 80 Svedberg (S) et une
masse molaire de 4,6 10° Da. Les ribosomes sont constitués de I’assemblage de deux sous-
unités : une petite ayant un coefficient de 40 S et une grande ayant un coefficient de 60 S. les

sous-unités sont sous forme d’un mélange d’ARN et de protéines. La petite sous-unité possede
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une ARNr de 18 S et de 33 protéines tandis que la grande sous unité est constituée de 3 ARN
(18S; 5,8 S ; 5S) et de 49 protéines. Ces deux sous-unités du ribosome sont adaptables entre
elles mais forment un renfoncement pour laisser passer I’ARNm [43].

Les ribosomes portent 3 sites qui sont situés a la jonction entre les deux sous-unités. Ces
sites accueillent les ARNt : site A (pour Aminoacyl-ARNt) qui accueille I’ARNt porteur de
I’acide aminé actif ; site P (peptidyl-ARNY) et site E (exit ou sortie pour 1’expulsion de I’ARNt
n’ayant plus 1’acide aminé.

Les ribosomes catalysent la formation de la liason peptidique par la peptidyl transférase que

I’on trouve dans la grande sous-unité [42], [44].

111.1.4.3.2.2 ARNt
Sans les ARN, il serait impossible de déchiffrer le code génétique Ce sont les clés adaptatrices
entre acide aminé et ARNm.
Les ARNt ont une taille comprise entre 70 et 100 nucléotides et ont une structure en feuille de

trefle. Ils possedent 4 boucles et une extrémité acceptatrice.

+ Extrémité acceptatrice en 3’ qui lie I’acide aminé (5°-CCA-3’)

%+ Boucle D pour sa composition en dihydro-uridine

+ Boucle anticodon qui posséde en son centre 3 bases qui forment ’anticodon
+ Boucle TWC qui a une base modifiée : la pseudo-uridine

+ Boucle variable position en T¥C et la boucle anticodon.

Il n’y a pas d’appariement strict entre codon et anticodon car si cela avait été le cas cela
supposerait qu’il existe 61 ARNt différents ; ce qui n’est pas le cas. Le méme anticodon peut
reconnaitre plusieurs codons différents d’ou la notion de flottement (Wobble). Les deux
premicres bases s’apparient classiquement (appariement de type Watson-Crick) alors qu’il
existe un flottement pour la troisiéme base. Un ARNt peut reconnaitre deux codons. Si l’inosine
qui est une base modifiée se retrouve en position 1 de I’anticodon, la tolérance de I’appariement

est augmentée. Donc le méme ARNTt peut reconnaitre 3 codons différents (Tableau 9).
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Tableau 9 : Flottement de I’appariement codon-anticodon

Base en premiére position (5’) du Base en troisiéme position (3’) de I’anticodon

codon
C G
A U
U AouG
G CoulU
1 C,AouU

Figure 33 : Reconnaissance codon-anticodon

I11.1.4.3.2.3 Traduction

Tout comme la transcription la traduction est un processus en trois €tapes distinctes : initiation,
¢longation et terminaison.
La synthése protéique se fait de I’extrémité N’-terminale a I’extrémité C’-terminale.

+ Initiation

Chez les procaryotes, le recrutement de la petite sous-unité du ribosome s’effectue grace a
la présence d’une séquence Shine-Dalgarno. Chez les eucaryotes, ce processus est bien plus
complexe ; I’initiation est dépendante de la présence de la coiffe en 5’ et de la queue poly A en
3°’[45]. On forme ainsi un complexe circulaire avec I’ARNm (Figure 35). La petite sous-unité
40 S va circuler sur I’ARNm afin de repérer le codon AUG (codant pour la Méthionine) qui
sert d’initiateur. Ce codon AUG se trouve apres une séquence KOZAK (région riche en G/C
avec une purine conservée en 3 de I’AUG) [44]. Cette recherche de I’AUG nécessite de
I’énergie sous forme d’ATP.

Le facteur de transcription elF2 (eucaryote Initiation factor) fixé a la petite sous-unité 40 S
hydrolyse le GTP qui lui est associé¢ afin de se dissocier de la 40 S et ainsi permettre le

recrutement de la grande sous-unité 60 S pour former un ribosome complet.
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Seul I’ARNt initiateur est capable de se fixer sur la petite sous-unité. La séquence d’ARN
située entre 1’extrémité 5’ et le codon initiateur AUG n’est pas traduite. Cette région est
nommée 5’UTR (Untranslated region).

Lors de I’initiation, I’action d’une hélicase est nécessaire pour supprimer la structure

secondaire de I’ARNm [46].

Figure 34 : Mode¢le de circularisation de I’ARNm lors de initialisation.

L’ ARNt initiateur portant la méthionine est le seul a étre placé directement dans le site P du
ribosome [42].

+ FElongation

A chaque étape de 1’élongation on incorpore au niveau du site A un aminoacyl-ARNt. Les
aminoacyl-ARNt sont appelés au site A du ribosome complexé¢ au facteur d’élongation eEF1a
qui est lui-méme li¢ a un GTP [46]. Si I’eEFla a apporté le bon ARNt (appariement
codon/anticodon fort), le GTP est hydrolysé en GDP et il y’a formation de la liasson peptidique
entre le -COOH de I’acide aminé du site P et le -NH2 de celui du site A ; ceci a lieu en méme
temps que le départ de I’eEF1a. Le facteur d’élongation eEF 1o teste plusieurs aminoacyl ARNt
avant de trouver celui qui a l'appariement le plus fort ; c¢’est I’étape limitante de la phase
d’¢longation. Un second facteur d’¢longation eEF2 va déplacer I’acide aminé du site P vers le
site E et celui qui est dans le site A vers le site P. L’ARNt qui se trouve au site E est séparé de
I’ARNm et peut étre repris en charge. La synthése de la liaison peptidique est due a I’activité
du peptidyltransferase de la grande sous-unité. Ces différentes étapes vont se succéder jusqu’a

I’apparition d’un codon stop au niveau du site A (Figure 35).
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Figure 35 : Synthese de la liaison peptidique par la peptidyltransférase.
Il existe au sein de la grande sous-unité du ribosome, un tunnel par lequel le peptide en cours
de synthése va s’échapper.

+ Terminaison
Dans le code génétique, il existe trois codons qui signent 1’arrét de la synthése protéique
a savoir : UAA, UAG et UGA.
Lorsqu’un codon stop est trouvé dans le site A aucun ARNt ne peut y étre fixé. Un facteur
de terminaison eRF (eucaryote Release factor) li¢ ala GTP est placé au site A. Le dernier
acide aminé est séparé de son ARNt par hydrolyse. Le polypeptide néo synthétisé est
libéré et les deux sous-unités du ribosome se disloquent et I’ARNm est libéré.

+ Remarques

(1) Chez les eucaryotes, la synthése protéique est faite par plusieurs ribosomes sur le méme
ARNm. On parle de polysomes.

(2) Le bilan énergétique de la traduction est considérable ; Chaque cycle d’élongation
nécessite 4 molécules a haut potentiel énergétique (2 ATP et 2 GTP) en plus de la GTP

utilisée lors de I’initialisation.

Certaines protéines nécessitant d’incorporer la sélénocystéine vont utiliser le codon-stop
UGA comme celui les codant. C’est une ARNt dite suppresseur (anticodon 3’ACUS’) qui va le

reconnaitre. Dans [’environnement immédiat de ce codon, une séquence nucléotidique
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particuliere qui donne une structure tridimensionnelle de I’ARN en tige-boucle qui sera

reconnue par un facteur de traduction spécifique [42].

I11.2 Lipides

Les lipides (du grec, lipos : gras et eidos : apparence) font partie des quatre métabolites
primaires essentiels a la survie de tout organisme. Ils sont caractérisés par leur faible solubilité

dans I’eau et leur forte solubilité dans les solvants organiques.

IT1.2.1Propriétés des lipides

Les lipides sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques. Toutefois
certains lipides sont amphoteres (ils posseédent une téte polaire et une autre apolaire) et peuvent
donc s’associer pour former des monocouches ou bicouches lipidiques en présence d’eau. Les
groupements et les insaturations présents dans les lipides influencent leur réactivité.

Dans un organisme vivant, les lipides jouent plusieurs rdles

+ Réserve énergétique : les triacylglycérols stockent 1’énergie dans les cellules animales

+ Constituants membranaires : 40 % des membranes cellulaires sont constitués des
différentes classes de lipides. Les phospholipides constituent la bicouche membranaire.

+ Signalisation cellulaire : la dégradation enzymatique de certains lipides conduit a la
synthése de messagers. Certains acides gras insaturés sont les précurseurs d’une classe
de molécules appelées les eicosanoides dont le mode de fonctionnement est proche de

certaines hormones [47], [48].

IT1.2.2Classification des lipides
I11.2.2.1  Acides gras

Les acides gras sont les constituants les plus simples des lipides. Ce sont des chaines
aliphatiques ayant un groupement carboxylique. Ils peuvent posséder des insaturations ou non.
Les acides gras sont souvent a nombre pair de carbone ; ceux que I’on retrouve le plus souvent
chez les plantes et les animaux sont ceux a 16 et 18 atomes de carbone (Tableau 10). Les acides
gras insaturés possedent au moins une insaturation dans leur chaine carbonée. L’insaturation

est souvent en configuration cis.
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Tableau 10 : Exemples d'acides gras associés aux membranes cellulaires [49]

Nombre de Nombre de double Nom commun de Point de Svmbole
Carbones liaison I'acide gras fusion (°C) y
12 0 Laurique 44,2 C12:0
14 0 Myristique 53,9 C14:0
16 0 Palmitique 63,1 C16:0
18 0 Stéarique 69,6 C18:0
20 0 Arachidique 76,5 C20:0
22 0 Béhénique 80,0 C22:0
16 1 Palmitoléique -0,5 Clé6:1
18 1 Oléique 13,4 C18:1 A°
18:2 A2
18 2 Linoléique -5,0 18
6
C18:3
18 3 a-linolénique -11,0 N
3
C18:3 A%12
18 3 -linoléni -11,0
v-linolénique , o6
C20:4
20 4 Arachidonique 49,5 AP
6

M1.2.2.2  Acylglycérols

Les acides gras sont peu retrouvés libres dans les systémes biologiques ; ils sont souvent

estérifiés avec le glycérol (Figure 36) qui est un dérivé du glycéraldéhyde.

OH
HO

OH

Figure 36 : Glycérol
Les trois groupes -OH du glycérol peuvent étre estérifiés ou non par les acides gras. Dans ce

cas, on distingue les monoacylglycérols, des diacylglycérols et des triacylglycérols.
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111.2.2.2.1 Monoacylglycérols

Les monoacylglycérols (Figure 37) possedent un seul acide gras qui peut s’estérifier sur I’un

des OH.

HO

OH

Figure 37 : structure générale des MG

I11.2.2.2.2  Diacylglycérols
Deux acides gras s’estérifient avec le glycérol (Figure 38). 3 positions peuvent exister (1,2) ;
(1,3) ; 2,3) mais souvent un acide gras saturé se positionne au niveau de 1’alcool primaire et

I’acide gras insaturé sur le secondaire.

Figure 38 : Structure de base des DG
I11.2.2.2.3  Triacylglycérols

On différencie les TG par la nature des AG qui sont estérifiés (Figure 39).

0O
] N

1

R, ” o) \
o)

Figure 39 : Structure des TG

Les TG représentent la quasi-totalité (95 — 98 %) des lipides de notre alimentation. C’est
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sous cette forme que les AG sont stockés dans les adipocytes.
I11.2.2.2.4  Glycérophospholipides

Les glycérophospholipides (Figure 40) forment la bicouche lipidique des membranes. Ils
proviennent tous de 1’acide phosphatidique (AP). L’AP est un glycérol estérifié en 1 et 2 par
des acides gras en 3, possédant un groupement phosphate. Le groupe OH du phosphate peut

étre estérifié par un alcool aminé (serine, choline ou éthanolamine), ou un polyol (glycérol ou

myo-inositol)

O
O—70—0
O
>

Figure 40 : Structure des GPL
I11.2.2.2.5 Sphingolipides
Les sphingolipides résultent de la formation d’une liaison amide entre la sphingosine (alcool

aminé) et un acide gras. On retrouve les sphingolipides dans la composition des membranes

plasmiques, notamment celles des cellules cardiaques.

I11.2.2.2.5.1 Sphingosine
La sphingosine (Figure 41) est un amino-alcool composée de dix-huit atomes de carbones
ayant deux fonctions alcools : primaire sur C1 et secondaire sur C3. En plus de ses fonctions

alcools, elle a une fonction amine primaire sur le C2 et une double liaison entre C4 et CS5.

OH

N CH,OH

NH,

Figure 41 : Structure de la sphingosine

I11.2.2.2.5.2 Céramides

Les céramides (Figure 42) résultent de la combinaison entre une sphingosine et un acide gras

a longue chaine (C16 a C24) grace a une liaison amide.
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Figure 42 : Structure des céramides
Les céramides sont retrouvés en grande quantité dans les membranes cellulaires, ils jouent
aussi un role dans le domaine de la signalisation. Dans 1’épiderme, ils ont un rdle dans la

cohésion cellulaire et I’hydratation de la peau.

I11.2.2.2.5.3 Phosphosphingolipides
Les phosphosphingolipides sont des dérivés des céramides. Le représentant le plus connu de
cette famille est la sphingomyéline (Figure 43). Sur la fonction alcool primaire de la céramide,
on fixe une phosphocholine. L’acide lignocérique (C24 :0) est ’acide gras le plus souvent

utilisé.

Figure 43 : Structure de la sphingomyéline
I11.2.2.2.5.4  Glycosphingolipides
Ce sont des céramides qui fixent un glucide sur la fonction alcool primaire des céramides

via le carbone anomérique de I’ose. Il existe deux types de glycosphingolipides :

* Les cérébrosides (Figure 44) qui fixent un ose simple (glucose ou galactose)

* Les oligoglycosylcéramides qui possédent de deux a vingt monoholosides.
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CH,0H ©O

OH

OH

Figure 44 : Structure d’un cérébroside

111.2.2.2.6 Cholestérol

Le cholestérol (Figure 45) est un membre de la famille des stérols qui sont caractérisés par
la présence de quatre cycles (trois cycles a 6 et un cycle a 5).

Dans le cas du cholestérol, les carbones 10 et 13 du squelette stérane sont substitués par des
méthyles ; le carbone 17 possédent une chaine aliphatique ; un groupement hydroxyle est fixé

sur le carbone 3 et une double liaison entre C5 et C6.

Figure 45 : Structure du cholestérol

On retrouve le cholestérol dans la face externe de la membrane plasmique au sein des
phospholipides. Il permet de rigidifier celle-ci a température physiologique.

Le cholestérol est le précurseur de nombreuses hormones stéroidiennes (aldostérone,
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cestrogénes, progestérones) et des stéroides n’ayant aucun impact hormonal (cortisone, cortisol,

vitamine D).

I11.2.3M¢étabolisme lipidique

Le métabolisme lipidique concerne principalement les acides gras. On distinguera donc le
catabolisme des acides gras qui a pour finalité la synthése d’acétylCoA et d’énergie sous forme

d’ATP de I’anabolisme qui permet la synthése d’acide gras [50]-[52] (Figure 46).

Figure 46 : Relation entre Anabolisme et Catabolisme des acides gras

I11.2.3.1  La p-oxydation des acides gras
Le catabolisme des acides gras aussi connu comme la B-oxydation des acides gras est une
importante source d’énergie pour I’organisme. Les acides gras stockés grace aux triglycérides
sont libérés par une lipase hormonosensible puis transportés jusqu’aux organes (muscle, cceur,

foie) a travers la circulation sanguine en étant liés aux albumines (protéines sériques de 66 kD).

I11.2.3.1.1  Activation des acides gras
La fixation du coenzyme A (CoASH) sur I’acide gras va permettre son activation. C’est une
réaction en deux étapes catalysées par I’acylCoA synthétase. Une molécule d’ATP est utilisée

dans la premiére étape ; I’acide gras va fixer I’AMP et libérer une molécule de pyrophosphate
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(PP;). La seconde étape va voir la fixation du CoASH et la libération de I’AMP. L’énergie
nécessaire pour la fixation du CoASH sur I’acide gras est apportée par 1’hydrolyse du

pyrophosphate (Figure 47).

I
RCOO + O P P o) P o) Adénosine
Acide gras | | |
o 0 0 ATP
H,0
PPi Lb—» 2 Pi
Phosphatase
Inorganique
[
R ” @) F|> O Adénosine
o Acyladénylate
H——SCoA
O Y |C|)
RJJ—(_) n SCoA + o T O—— Adénosine
AcylCoA 2
yEo AMP

Figure 47 : Activation des AG
La plupart des cellules ont un ensemble d’acylCoA synthétases pour les acides a chaine
courte (C2 a C3) ; moyenne (C4 a C12) et longue (> C12). L’acide gras activé ne peut plus
sortir de la cellule et ne sera donc que métabolisé. L’activation des acides gras n’a lieu que dans
le cytoplasme, le cycle de B-oxydation lui aura lieu dans la mitochondrie une fois que ’acylCoA

y sera transporté. Le transport a lieu grace a la carnitine : Systeme navette carnitine (Figure

48).
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Figure 48 : Fonctionnement de la navette carnitine

I11.2.3.1.2  p-oxydation des acides gras saturés

La B-oxydation est la dégradation des acylCoA transportés dans la mitochondrie. Chaque
tour de B-oxydation est composé de quatre réactions catalysées par des enzymes et va donner
un acétylCoA ; I’acylCoA sera quant a lui amputé de deux atomes de carbone et sera le substrat
du prochain tour.

La premiere étape consiste a former un énoylCoA en utilisant I’acylCoA déshydrogénase.
La double liaison est formée entre C2 et C3. Aprés obtention de I’énoylCoA, une hydratase va
transférer les atomes d’une molécule d’eau des deux c6tés de la double liaison néo formée. La
troisiéme étape utilise une déshydrogénase pour oxyder le 3-HydroxylacylCoA en
cétoacylCoA. La quatrieme et dernicre étape est catalysée par la thiolase. Cette étape va voir la

libération d’une molécule d’acétylCoA. L’acylCoA amputé de deux atomes de carbone revient
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dans le cycle et recommence les étapes précédemment citées (Figure 49).

Par exemple, il faut sept tours pour oxyder totalement le palmitoylCoA en huit acétylCoA.

Figure 49 : Dégradation des AcylCoA en AcétylCoA
I11.2.3.1.3  B-oxydation des acides gras insaturés
La présence de double liaison dans les acides gras est un frein a la B-oxydation
précédemment décrite. Les trois premiers tours se déroulent normalement. Toutefois,
I’acylCoA que I’on a au début du quatrieéme cycle présente une double liaison en cis tandis que
I’énoylCoA hydratase ne reconnait que les doubles liaisons en trans. Pour surseoir a cet

obstacle, la double liaison cis est transformée en double liaison frans grace a 1’énoylCoA

isomérase (Figure 50).
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Figure 50 : Isomérisation des doubles liaisons cis
Si I’acylCoA contient plus d’une double liaison comme dans le cas du linoléate, I’acylCoA
déshydrogénase donne une double liaison 2 ;3 mais la double liaison en 12 ;13 du linoléate qui
est maintenant en 4 ;5 cause probléme. On a donc un diénoylCoA qui n’est pas le substrat le
plus adapté pour 1’énoylCoA hydratase. Une étape catalysée par une réductase et dépendante
du NADPH,H" va transformer les deux doubles liaisons en une double liaison 3 ;4 et une

isomérase la changera en une double liaison 2 ;3 (Figure 51).

—_ SCoA
NADPHH™ (0]
Réductase

NADP™ o
/

Ieamérage]
O

/\/M)%m

Figure 51 : Processus d'isomérisation de plusieurs doubles liaisons
Les acides gras insaturés fournissent moins d’énergie a cause des réactions court-circuitées.
L’acylCoA déshydrogénase n’étant plus impliqué dans certaines réactions, le FAD n’est plus
réduit en FADH> ce qui fait une perte de deux ATP et le NADPH,H" qui est un analogue au
NADH, H" nous fait perdre trois ATP.
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I11.2.3.2  Synthése des acides gras

La biosynthéese des acides gras a lieu dans le cytoplasme contrairement a la -oxydation qui
elle se déroule dans la matrice mitochondriale. Le coenzyme A n’est plus le porteur de 1’acide
gras alors que durant la biosynthése, I’acyle en cours de synthése est fixé a une protéine

transporteuse d’acyle (ACP : acyl carrier protein) (Figure 52).

Figure 52 : Structures ACP et Coenzyme A
I11.2.3.2.1 Transport de I'acétylCoA
L’acétylCoA est I’unité de base dans la syntheése des acides gras. Il est retrouvé et généré
dans la mitochondrie grace au complexe de la pyruvate déshydrogénase. L’acétylCoA ne

pouvant sortir de la mitochondrie pour la biosynthése des acylCoA on va utiliser la navette

citrate pour I’exporter vers le cytoplasme (Figure 53).
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Figure 53 : Export de I'acétylCoA vers le cytoplasme via la navette citrate

I11.2.3.2.2  Carboxylation de l'acétylCoA
La carboxylation de I’acétylCoA est la premicre étape vers la synthése des acides gras. Cette
réaction dépendante de I’ATP est catalysée par ’acétylCoA carboxylase.
En premier lieu, on active le CO> qui est sous forme d’ion bicarbonate HCO3™ en le fixant
sur la biotine. La carboxybiotine ainsi formée va transférer le carboxylate vers 1’acétylCoA et
ainsi donner le malonylCoA.

Lors de la synthése des acides gras, le malonylCoA va étre le donneur de groupement acétyle

(Figure 54).
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Figure 54 : Carboxylation de I’acétyl-CoA en malonyl-CoA
I11.2.3.2.3  Synthése des acides gras

I11.2.3.2.3.1 Synthése du palmitate

La synthése des acides gras est catalysée par ’acide gras synthétase (AGS). Celle-ci est une
enzyme multifonctionnelle ayant six sites actifs et catalysant sept réactions.

Les réactions 1 et 2 sont catalysées par une transacylase. Le malonyle est transféré du
Coenzyme A vers I’ACP tandis que 1’acétyle lui est fixé sur un résidu cystéine de I’acide gras
synthétase.

La troisieme réaction voit la condensation des deux résidus: le malonyl-ACP est
décarboxylé et le groupement acétyle est fixé a sa place grace a la 3-cétoacyl-ACP-synthétase.
On forme ainsi 1’acétoacyl-ACP.

L’acétoacyl-ACP néoformé est réduit durant la quatriéme réaction en hydroxybutyryl-ACP
grice a la 3-cétoacyl-ACP-réductase et en utilisant le NADPH,H' comme cofacteur.

En ¢liminant une molécule d’eau durant I’étape 5 et catalyser par la 3-hydroxyacyl-ACP-
déshydratase, on forme le buténoyl-ACP qui sera par la suite réduit en butyryl-ACP par I’énoyl-
ACP-réductase en utilisant comme co-facteur le NADPH,H". Les étapes 3 a 6 sont répétées ;
I’acyle formé est transféré sur le résidu cystéine de I’ AGS et un autre groupement malonyle est
fixé sur I’ACP qui a été libéré. Ces étapes sont répétées six fois pour donner le palmityl-ACP.
Grace a la thioestérase, I’ ACP est libéré et on forme le palmitate (Figure 55).

La synthétase des acides gras ne produit que I’acide gras en C16 le palmitate. Pour augmenter
la variété des acides gras, un transfert du palmitate vers la mitochondrie ou le réticulum

endoplasmique.
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Figure 55 : Synthése du palmitate
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111.2.3.2.3.2  Elongation et désaturation du palmitate
Ce sont les élongases qui vont augmenter la longueur de la chaine par I’ajout de deux atomes
de carbone amenés par I’acétylCoA dans la mitochondrie ou le malonylCoA quand la réaction
a lieu dans le réticulum endoplasmique. Lorsque 1’élongation a lieu dans la mitochondrie, on
utilise la navette carnitine pour transporter le palmitoylCoA a I’intérieur de la mitochondrie.
L’¢longation du palmitoylCoA a lieu sur la face cytoplasmique du réticulum endoplasmique

par I’ajout de deux atomes de carbone provenant du malonylCoA (Figure 56).

Figure 56 : Synthése du Stéaryl-CoA a partir du palmitate
Les désaturases vont insérer une double liaison dans I’acylCoA. Elles sont situées sur la face
cytoplasmique membranaire du réticulum endoplasmique. Les cellules animales ne codent que
pour les désaturases A4, AS, A6 et A9, ce qui explique pourquoi elles ne peuvent synthétiser ni

I’acide linoléique, ni I’acide linolénique ; ce qui en fait des acides gras indispensables.
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II1.3 Glucides

Des quatre métabolites primaires que sont les protéines, les lipides, les acides nucléiques et

les glucides, ces derniers sont les plus abondants.

IT1.3.1Structures et propriétés des glucides

Les glucides sont essentiellement constitués de trois atomes : C, H et O. Dans la cellule, les
glucides ont différentes fonctions telles que le métabolisme énergétique ou la structuration

cellulaire [53]-[55].

II1.3.2Classification

Les glucides sont appelés sucres ou saccharides, on les sépare en trois catégories (Figure
57).
+ Les monosaccharides ou oses de formule brute (CH20), avec n > 3
4+ Les disaccharides, trisaccharides
+ Les polysaccharides que I’on appelle glucides complexes.
Les glucides ont des dérivés qui incorporent des groupements contenant de 1’azote, du

phosphore, etc.

Glucides
Oses (1 unité) Osides (= 2unités)
. Hétérosides
Holosides
Aldoses Cétoses
Oligosaccharides Polysaccharides
(2 4 10/20 oses) >10/20 oses
Homopolysaccharides Hétéropolysacharides

Figure 57 : Classification des Glucides
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I11.3.2.1 Monosaccharides

Les monosaccharides (oses simples) sont appelés aussi monoholosides.

Ils découlent soit du D—glycéraldéhyde soit de la dihydroxyacétone. Le glycéraldéhyde
conduit aux oses de la série des aldoses tandis que la dihydroxyacétone conduit a la série des
cétoses.

Selon le nombre d’atomes de carbone que posséde un ose, on peut classifier les oses :
3C—trioses, 4C—tétroses, SC—pentoses, 6C—hexoses.

En solution, les holosides sont sous leur forme cyclique (Figure 58). Le groupement portant
la fonction carbonyle va réagir avec un des groupements —OH pour former le cycle furane ou

pyrane selon la position du —OH impliqué.

H \C/O H \C/OH
H————OH H———OH
HO——H Cyclisation HO H o]
H——OH H—T—OH
H——OH H
CH,OH CH,OH

Figure 58 : Cyclisation des oses
On utilise la représentation cyclique de Haworth pour représenter les oses. Lors de la
cyclisation, le groupement OH porté par le C1 peut adopter deux positions :
+ OH sur le plan opposé au C6 —forme a
+ OH sur le méme plan que C6 —forme f

La mutarotation est le phénomeéne qui va permettre I’interconversion entre les deux formes

(Figure 59).

6 CH,OH 6 CH,OH
5 o OH
4 OH 1
OH
3 2
OH
a-D-glucopyranose B-D-glucopyranose

Figure 59 : Phénomeéne de mutarotation

I11.3.2.2  Oligosaccharides

Les oligosaccharides sont composés de 2 a 10/20 résidus d’oses. Ils proviennent de la

formation de la liaison glycosidique et a I’élimination d’au moins une molécule d’eau.
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Ils peuvent étre constitués de la méme unité ose (Maltose) ou d’oses différents (Saccharose,

Lactose) (Figure 60).

CH,0H
| o OH
CH,OH CH,0H CH,OH
OH
0
LA EANT Y
O e} OH OH
OH OH OH CH,OH
OH OH OH OH
OH
B-D-
o-D-glucopyranosyl (1-4), D-  a-D-glucopyranosyl (1-2) -3-D-
galactopyranosyl(1-
glucopyranose fructofuranoside
4)D-glucopyranose
Maltose Saccharose Lactose

Figure 60 : Exemples d’oligosaccharides

I11.3.2.3  Polysaccharides

Les polysaccharides aussi connus sous le nom de polyholosides sont des polymeéres de
monoholoside (au moins 10/20 résidus) pouvant aller jusqu’a plusieurs milliers d’unités
glucidiques. Ces unités glucidiques sont reliées entre elles par des liaisons O- osidiques.

Parmi les polyholosides, on distingue les homopolyosides (méme unité osidique) et les
hétéropolyosides (unités osidiques différentes).

Les polysaccharides, les plus connus sont I’amidon, le glycogéne (Figure 61) et la cellulose.
L’amidon et le glycogene jouent le role de stockage du glucose respectivement chez la plante

et les animaux.
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CH,OH

OH

Liaison a 1,6 glycosidique

CH,0H CH,OH
_____ Q Q

Liaison o 1,4 gly c0s1d1que

Figure 61 : Structuration du glycogéne

111.3.2.4 Dérivés d'oses

Les monosaccharides sont facilement modifiables de diverses facons afin d’accroitre la
diversité des glucides.

Parmi eux, on peut citer les osamines, les acides uroniques et les polyols (sucre alcool).

I11.3.2.4.1 Osamines

Chez les osamines, la fonction alcool primaire est remplacée par une fonction aminée. Les
osamines sont souvent retrouvées sous une forme N-acétylée, I’amine précédemment intégrée

se lie a un acide acétique en formant une fonction amide (Figure 62).

CH,OH CHZOH
o
OH
OH NH; *‘(
OH
Glucosamine N-acétylglucosamine

Figure 62 : Exemples d'osamines

I11.3.2.4.2  Acides uroniques

Les acides uroniques dérivent de 1’oxydation de la fonction alcool primaire (C6 des aldoses
en fonction carboxylique (Figure 63).

O%(‘/OH

OOH

Acide B-D-glucuronique

OH

OH
Figure 63 : Structure de I'acide glucuronique

Les acides uroniques permettent la détoxification des organismes grace a leur capacité a se
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complexer a des molécules toxiques.
I11.3.2.4.3  Polyols
Pour obtenir les polyols (Figure 64) on proceéde a la réduction du groupement aldéhyde ou

cétone d’un monosaccharide.

Dans I’industrie alimentaire, ils sont utilisés comme édulcorants.

CH,OH

H————OH
CH,OH

H———OH HO——H
HO————OH H———OH
H———OH H———OH

CH,OH CH,0H

Xylitol Sorbitol

Figure 64 : Exemples de polyols
I11.3.3M¢étabolisme du Glucose

I11.3.3.1  Description de la glycolyse

La glycolyse connue comme étant la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas permet I’oxydation
du glucose en 2 molécules de pyruvate. On considére deux phases : une consommatrice d’ATP
et une récupératrice d’ATP [56]-[58].

La glycolyse, voie ancienne, ne nécessite pas d’oxygene moléculaire. Elle aurait évolué bien
avant que la photosynthése n’augmente le taux atmosphérique d’O,. Elle est constituée de 10
étapes enzymatiques.

Méme en étant une voie productrice d’énergie, gain net de 2 ATP, la glycolyse n’exploite
qu’une partie du potentiel du glucose. Le pyruvate synthétisé permet d’alimenter d’autres voies
métaboliques.

La premicre phase de la glycolyse, oblige I’organisme a investir 2 ATP pour phosphoryler
le Glucose en Glucose-6-Phosphate puis le fructose-6-phosphate en Fructose—1,6—
bisphosphate.

La seconde phase de la glycolyse permet la production d’ADP, la réduction des molécules
de NAD" qui seront utilisées par la suite dans la chaine respiratoire ou dans d’autres voies

métaboliques (Figure 65).
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Figure 65 : Mécanisme de la glycolyse

I11.3.3.2  Néoglucogenese

La néoglucogenése est la voie métabolique permettant la synthése du glucose. Chez les
animaux, elle a majoritairement lieu dans le foie (90% du glucose) mais en proportion plus
faible dans les reins. Elle a lieu quand le stock de glycogene, forme de stockage du glucose, est
épuisé (Figures 66-68).

La néoglucogenese est I’inverse de la glycolyse : deux molécules de pyruvates en une de
glucose. Seules trois enzymes de la glycolyse catalysant des réactions irréversibles ne sont pas
retrouvées dans la néoglucogenese (hexokinase, PFK1 et pyruvate kinase). La réaction
catalysée par le pyruvate kinase ne pouvant pas avoir lieu le pyruvate est d’abord transformé

en oxaloacétate puis en phosphoénolpyruvate.

0 0
- .
CHy
o /\ =0 /_\

HCO5 ADP GTP GDP _F‘,:O

+ + 0 0 + |

ATP P; CO, 0

Pyruvate Oxaloacétate Phosphoénolpyruvate

Figure 66 : Premiere réaction de la néoglucogenése
Une fois que I’on a obtenu deux molécules de phosphoénolpyruvate, elles sont converties en

une molécule de fructose-1,6-bisphosphate grace aux enzymes utilisées dans la glycolyse. La

76



conversion du fructose-1,6-bisphosphate en fructose-6-phosphate se fait grace a la fructose

bisphosphotase et non la PFK1.

-0;POCH: CH:0PQ3*- 2-0;POCH: CH-OH
0 Fructose o
bisphosphatase
HO /\ > HO
H:0 1
Fructose - 1.6-bisphosphate Fructose-6-phosphate

Figure 67 : Conversion du Fructose-1,6-bisphosphate
La phosphoglucose isomérase va isomériser le fructose-6-phosphate en glucose-6-
phosphate. Enfin, la glucose-6-phosphatase hydrolyse la liaison phosphodiester pour donner le

glucose.

Figure 68 : Isomérisation du Glucose-6-phosphate
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Partie expérimentale

I. Matériel et Méthodes

I.1 Matériel végétal

Pour cette étude, on travaille sur différentes parties de trois variétés de papayer a savoir les
feuilles (Vieilles et Jeunes), les graines de papaye délipidées et les épluchures. Les trois variétés
de papayer (V1 : Ordinaire ; V2 : Red Lady ; V3 : Sunrise) ont été cultivées et récoltées dans
la Forét Classée de Sébikhotane (14°43'14.4"N, 17°08'16.4"0). Chacune des parties est
nettoyée a I'eau potable puis a I'eau distillée avant d'étre séchée a I’air libre pendant une semaine

puis a 55°C dans une étuve pendant 24 heures pour compléter le séchage.

Figure 69 : Organes de papayer étudiés . © AAG

1.2 Méthodes

Dans cette partie seront décrites les méthodes utilisées. Elle est divisée en deux sous-parties.
La premicre décrit des méthodes purement biochimiques reposant majoritairement sur le dosage
par spectrophotométrie UV-visible, mais aussi des méthodes comme I'IR, I'utilisation d'une
¢lectrophorese. La seconde partie décrit la méthode de spectroscopie d’absorption atomique

(SAA).
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I.2.1 Evaluation phyto et biochimique

1.2.1.1Polyphénols, saponines et activité antioxydante

L’exploitation des quatre organes de Carica papaya L. (les feuilles (vieilles et jeunes), les

épluchures et les graines délipidées) des trois variétés de papayer est effectuée dans cette partie.

1.2.1.1.1 Optimisation des paramétres d'extraction

Les parametres d'extraction (température, durée et ratio) sont optimisés en dosant le contenu

total en polyphénols (CTP) selon la méthode décrite en (111.1.2.1.1.2).

I.2.1.1.1.1 Température
Afin de déterminer la température optimale d’extraction, I’extraction se fait avec 0,5 g de
matériel végétal dans 50 mL d’eau distillée a différentes températures (40, 50, 60, 70, 80 et
90°C) durant 20 minutes dans un bain-marie. A I’issue de I’extraction, les extraits sont filtrés

et le filtrat récupéré est conservé a 4°C jusqu’a utilisation.

1.2.1.1.1.2 Durée
Une fois la température optimale déterminée, la durée d’extraction optimale est le parametre
qui suit. On fixe la température et la masse d’extraction et on fait varier la durée de 5 a 30

minutes. Comme précédemment, les extraits filtrés sont conservés a 4°C jusqu’a utilisation.

1.2.1.1.1.3 Ratio
La température et la durée étant déterminées, la variation de la quantité de matieére végétale
a extraire dans 50 mL d’eau distillée est effectué pour déterminer le ratio optimal d’extraction.
Les masses a étudier sont 0,5 ; 1; 1,25; 2,5; 3,75 et 5 g. Comme pour les deux parameétres

précédents. Les filtrats récupérés sont conservés a 4°C jusqu’a utilisation.

1.2.1.1.2 Dosage des polyphénols

Afin de doser les polyphénols totaux, un volume de 50 pL de I’échantillon est prélevé et
complété a 200 puL avec de I'eau distillée. Ensuite, 150 pL du réactif de Folin-Ciocalteu, 600
puL d'une solution de Na>xCOs a 20% et 2,32 mL d'eau distillée sont ajoutés successivement.
L'ensemble est incubé a l'obscurité durant 30 minutes avant de lire I'absorbance a 760 nm grace
a un spectrophotometre UV-Visible Perkin-Elmer Lambda 365. En paralléle, une gamme
d'acide gallique est préparée a partir d’une solution meére a 0,1 mg/mL. La quantité¢ de
polyphénols est déterminée grace a I’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 1) puis

exprimée en mg/g de matériel végétal.
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Figure 70 : Appareillage UV-Visible Lambda 365 . © AAG

1.2.1.1.3 Dosage des flavonoides
Pour doser les flavonoides totaux, on préléve un volume total de 2,5 mL d'échantillons (des
dilutions sont prévues si nécessaire) auxquels, 2,5 mL d'une solution de chlorure d'aluminium
a 2% sont ajoutés. Le mélange est incubé durant 1h a température ambiante avant de lire
I'absorbance a 425 nm. En parall¢le, une gamme de quercétine est préparée a partir d’une
solution mére a 0,1 mg/mL. La quantité de flavonoides est déterminée grace a I’équation de la

droite d’étalonnage (Annexe 2) puis exprimée en mg/g de matériel végétal.

1.2.1.1.4 Dosage des proanthocyanidines

Afin de doser les proanthocyanidines, un volume de 0,5 mL de chaque extrait est prélevé et
mélangé a 3 mL de vanilline a 4% et 1,5 mL d’HCI concentré. Le mélange est incubé a
I’obscurité pendant 15 minutes puis, I’absorbance est lue a 500 nm. En parall¢le, une gamme
de catéchine est préparée a partir d’une solution mere a 0,1 mg/mL. La quantit¢ de
proanthocyanidines est déterminée grace a 1’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 3) puis

exprimée en mg/g de matériel végétal.

I.2.1.1.5 Détermination de la capacité antioxydante totale, de l'activité

antioxydante et de la CIS0 : méthode DPPH’
Pour déterminer la capacité antioxydante totale (CAT), 200 pL de chaque échantillon est
mélangé a 3,8 mL d'une solution méthanolique de DPPH" (0,1014 mM) pendant 30 minutes a
l'obscurité. L'absorbance de la solution résultante est lue a 517 nm. Le TROLOX est utilisé

comme standard [59]. Le résultat est déterminé grace a I’équation de la droite d’étalonnage
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(Annexe 4).

Afin de déterminer 1'activité antiradicalaire, chacun des extraits est soumis a une solution
méthanolique de DPPH" a 0,1014 mM. Pour ce faire, les solutions sont diluées en fonction de
la teneur de la solution mére et 200 uLL de chaque extrait sont prélevés auxquels on ajoute 3,8
mL de DPPH’". Le mélange est incubé durant 30 minutes a 1'obscurité et I'absorbance lue a 517
nm.

La CI50 des extraits est déterminée en effectuant six dilutions et en déterminant le
pourcentage d’inhibition a 50% a I’aide de I’équation (1).

Une fois la CI50 déterminée, la cinétique réactionnelle du radical DPPH" est suivie. Cette
manipulation est faite sur 2h30. On préleve 200 pL de la solution que 1'on mélange a 3,8 mL de
la solution de DPPH" a 0,1014 mM. L'absorbance est lue toutes les cinq minutes a 517 nm.
L'inhibition est calculée grace a la formule ci-dessous :

Abscontrole—Abs

% Inhibition = x 100 )

Abscontrole

1.2.1.1.6 Détermination de la capacité antioxydante totale, de 1'activité

antioxydante et de la CI50 : méthode ABTS™"

Le radical ABTS"" est celui qui a été utilisée de tout temps pour déterminer la capacité
antioxydante totale. Elle a une couleur bleu turquoise en absence d'antioxydants pour tirer vers

l'incolore en leur présence. La figure 71 représente le mécanisme d'action de 'ABTS".
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Figure 71 : Mécanisme d'action du radical ABTS™*

La capacité antioxydante totale a l'origine est déterminée avec le radical ABTS™. La
méthode de Thaipong et al. [60] est utilisée, avec quelques modifications.

Une solution stock est préparée en mélangeant a volume €gal une solution a 3 mM de
persulfate de potassium et une solution dABTS™" a 8 mM. L'ensemble est incubé durant 16
heures avant l'utilisation. Une solution de travail (ST) est préparée en diluant la solution stock
dans du tampon phosphate (0,2 M ; pH 7,4 ; 150 mM NaCl) afin d'avoir une absorbance de 1,2
a 734 nm.

Pour déterminer la CAT, un volume de 100 pL de I'échantillon est mélangé a 2,9 mL de la
ST d'ABTS"™". Aprés une période d’incubation de 30 minutes a l'obscurité I'absorbance est lue
a 734 nm. On procede de la méme maniére pour déterminer la CI50 en effectuant des dilutions
de I'échantillon. Le résultat est déterminé grace a 1’équation de la droite d’étalonnage (Annexe
5).

La CI50 des extraits est déterminée en effectuant six dilutions et en déterminant le
pourcentage d’inhibition a I’aide de 1’équation (1).

Tout comme pour le DPPHe, l'activité antioxydante est suivie sur 2h30 en enregistrant

I’absorbance a 734 nm toutes les cinq minutes. L'inhibition est calculée avec 1'équation (1).
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1.2.1.1.7 Détermination de la capacité antioxydante : mé¢thode CUPRAC

Dans la méthode décrite par Apak et al. [61], trois solutions sont nécessaires pour la
détermination de la capacité antioxydante CAT. Une solution de chlorure de cuivre a 10?2 M,
un tampon acétate d'ammonium a pH 7 et une solution éthanolique de néocuproine a 7,5 mM
sont préparée.

Un volume de 1 mL de chacune des solutions précédemment préparées est ajouté a 1,1 mL
de I'échantillon. L'ensemble est incubé pendant une heure avant la lecture de I'absorbance a 450
nm. Une gamme de TROLOX est préparée dans les mémes conditions a partir de la solution
mere de TROLOX a 1 mM. Le résultat est déterminé grace a I’équation de la droite d’étalonnage

(Annexe 6).

1.2.1.1.8 Dosage des Saponines
Pour doser les saponines, un volume de 0,5 mL d’extrait est additionné d’un volume 0,5 mL
de vanilline a 8% et d’une quantité de 5 mL d'une solution de H.SO4 a 72%. Le mélange
résultant est incubé a 70°C pendant 10 minutes avant d’étre refroidi rapidement dans de 1’eau
glacée. L absorbance est lue a 560 nm. En parallele, une gamme d’escine est préparée a partir
d’une solution mere a 1 mg/mL. La concentration est déterminée grace a I’équation de la droite

d’étalonnage (Annexe 7).

I.2.1.2Lipides

1.2.1.2.1 Extraction de 1'huile a partir des graines de Carica papaya L.
Le protocole d’extraction suivi est la méthode normalisée du Soxhlet décrite par la norme
AFNOR NF EN ISO 659. Une masse de la poudre obtenue préalablement est introduite dans
une cartouche a extraction. La cartouche est bouchée par un coton pour éviter la sortie des
particules végétales. Elle est placée dans l'appareil et I’extraction se fait a ’hexane pendant 6
heures pour douze cycles de siphonage de 100 mL, pour extraire la totalité¢ de I’huile. Apres
¢vaporation du solvant sous pression réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif (40-60 °C)

I’extrait obtenu est séché a I’étuve a 103 °C pendant 24 heures de méme que le résidu.

Rendement en huile (%) = % x 100 (2)
1

Ou : my est la masse de la poudre de graine non délipidée et m; celle de la poudre apres

extraction de 1’huile.
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Figure 72 : Montage de l'extraction au Soxhlet . © AAG
1.2.1.2.2 Détermination des indices

1.2.1.2.2.1 Indices d'acidité (1)

L’indice d’acide témoigne de la « fraicheur » d’une huile et correspond a la masse nécessaire
d’hydroxyde de potassium (en milligramme) a ajouter, pour un gramme d’huile, afin de
neutraliser tous les acides gras libres dans la prise d’essai. L’indice d’acide est déterminé par
un dosage acide/base en retour, selon la norme AFNOR NF EN ISO 660. Un blanc est toujours
effectué¢ dans les mémes conditions que la prise d'essai. Le corps gras réagit avec un exces

connu de potasse alcoolique selon la réaction suivante :

RCOOH + HO ——— > RCOO + H,0

L’exces de potasse est alors dosé par une solution d’acide chlorhydrique. L’indice d’acide

est déterminé selon la formule :

_ (Vg-V1)XCkou*XMgkon
I, =
Mmcg

&)

V7 : volume d’acide chlorhydrique versé pour le témoin (mL)
VE : volume de HCI versé pour I'essai

Ckon : concentration de la solution de KOH

Mkon : masse molaire de KOH

mcg : masse de I’échantillon (mg).

1.2.1.2.2.2 Indice de saponification (Is)
L’indice de saponification est déterminé par la norme NF T60-206. I1 correspond au nombre

de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire pour saponifier 1 g de maticre grasse.
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25 mL d’hydroxyde de potassium 1 N sont ajoutés dans un ballon contenant m gramme
d’échantillon de corps gras. Le tout est porté¢ a ébullition pendant 1 h. Apres ajout de quelques
gouttes de phénolphtaléine, le mélangé est titré a chaud avec de I’acide chlorhydrique 0,1 N
dont le titre est connu précisément jusqu’a disparition de la couleur rouge. Un essai a blanc
(sans corps gras) est également réalisé. L’indice de saponification est donné par la formule

suivante :

_ (VE=Vr)XCHc1XMkoH
Ig =
mcg

“4)

V7 : volume d’acide chlorhydrique versé pour le témoin (mL)
VE : volume de HCI versé pour l'essai

Chc1 : molarité de I’acide chlorhydrique (0,1 M)

Mkon : masse molaire de KOH

mcg : masse de I’échantillon (mg).

1.2.1.2.2.3 Indice d'iode (Iy)

L’indice d’iode exprime le degré d’instaurations d’un corps gras selon la norme NF T60-
200. Il peut se déterminer par dosage des doubles liaisons par du diiode (I2), et correspond alors
a la masse de I, exprimée en gramme, fixée pour 100 g de corps gras. Pour faciliter la réaction
d’addition, le réactif de Wijs (ICI) est utilis¢ préférentiellement a I,. D’abord, ICl introduit en
exces, réagit sur les doubles liaisons selon la réaction d’addition suivante :

R—CH==CH—R' + ICl » R—CHI—CHC]—R'

puis, I’exces d’ICl est transforme en I, selon la réaction suivante :

ICl + 1- > L, + CI

le diiode formé est alors dosé par le thiosulfate de sodium selon la réaction :
L+ 280" —» 8,02 + 21
Le degré d’instaurations est exprimé par la formule :

(VT_VE)XCNaZSZO3 XM1X100X10_3
II - 3)

Mmcg

V1: Volume versé pour le blanc

VE: Volume versé pour 1’échantillon

Cna,s,05 : concentration de la solution de NaxS>03
M; : masse molaire de I’iode (I)

mcg : masse de I’échantillon (mg).
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1.2.1.2.2.4 Indice de peroxyde (Ip)

L’indice de peroxyde d’un corps gras correspond au nombre de microgrammes d’oxygene
actif contenu dans un gramme de produit capable d’oxyder I’iodure de potassium avec
libération d’iode. Sa détermination opérée suivant la norme AFNOR NF T 60-220 refléte 1’état
d'oxydation de I’huile. Entre 0,3 et 0,5 g de corps gras sont prélevés, puis dissous dans 10 mL
de chloroforme. Apres I’ajout de 15 mL d'acide acétique puis 1 mL de solution d'iodure de
potassium, le flacon est bouché puis agité pendant une minute. Le flacon est ensuite placé a
I’obscurité pendant 5 min. Apres avoir rajouté 75 mL d'eau distillée, 1’iode libéré est dosé en
présence d’indicateur d’iode avec une solution de thiosulfate de sodium. L'indice de peroxyde

est exprimé suivant la relation :

1000xV
— (0
m

Imeq0O, =

m : masse de la prise d'essai en gramme

V : volume de solution de thiosulfate de sodium utilis¢ (mL).
1.2.1.2.3 Extraction et dosage des polyphénols et flavonoides de 1'huile
de papaye de Red Lady

1.2.1.2.3.1 Extraction des polyphénols et flavonoides
Une prise de 1 g d'huile et un volume de 3 mL de méthanol sont introduits dans une tube. Le
mélange est soumis au vortex, avant d’étre centrifugé a 3000 tours par minute pendant 10
minutes. Le processus est répété deux fois en récupérant entre deux opérations le surnageant et
en additionnant 3 mL de méthanol au résidu. Les trois parties surnageantes des trois opérations

sont combinées et le volume obtenu est complété a 10 mL.

1.2.1.2.3.2 Dosage des polyphénols totaux
A un volume de 200 pL de la fraction méthanolique contenant les polyphénols extraits, est
ajouté un volume de 500 pL du réactif de Folin-Ciocalteu, 5 mL d'eau distillée et 1 mL d'une
solution de NaxCOs a 35 %. Le mélange obtenu est complété a 10 mL avec de I'eau distillée et
éventuellement centrifugé a 4000 tours par minute, s’il apparait un précipité. L'absorbance a
760 nm est relevée apres avoir incubé durant 30 minutes a l'abri de la lumiére. En paralléle, une
gamme d'acide gallique est préparée a partir d’une solution mére a 0,1 mg/mL. La concentration

est déterminée grace a 1’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 8).

1.2.1.2.3.3 Dosage des flavonoides totaux
A une volume de 500 pL de I'échantillon, 2 mL d'eau distillée et 150 uL de NaNO, (5 g/100

mL) sont ajoutés. La solution résultante est incubée pendant 5 minutes et additionnée par la
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suite de 150 pL d'une solution de AICI3 (10 g/100 mL). Aprés 1 minute d’attente, 1 mL de
NaOH 1M est ajouté suivi de 1,2 mL d'eau distillée. La solution est agitée vigoureusement et
incubée durant une heure avant la lecture de l'absorbance est lue a 425 nm. En parall¢le, une
gamme de quercétine est préparée a partir d’une solution mére a 0,1 mg/mL. La concentration

est déterminée grace a 1’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 9).

1.2.1.2.4 Mesure de I'activité antioxydante des huiles par DPPH’
Détermination de la capacité antioxydante totale : un volume de 200 puL de l'extrait
méthanolique est additionné de 3,8 mL d'une solution méthanolique de DPPH (6 X 10~° mM).
Le résultat est déterminé grace a 1’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 10). L'absorbance

est lue a 517 nm apres une incubation de 30 minutes a 1'abri de la lumicre.

[.2.1.2.5 Détermination de la capacité calorifique des huiles

1.2.1.2.5.1 Etalonnage

La capacité calorifique (valeur en eau) de la bombe et du réservoir est calculée a partir d’un
test effectué¢ avec de ’acide benzoique. La téte de la bombe comprenant 1’¢électrode a anneau
sur son support est installée sur le corps de la bombe et un fil d’allumage de 10 cm est placé
entre les deux électrodes de la bombe. Un volume de 10 mL d’eau distillée est versé dans la
base de la bombe pour capter les vapeurs. Dans une capsule, on pése précisément une pastille
d’acide benzoique (environ 1 g). La capsule est déposée sur I’¢lectrode a anneau et on place le
fil d’allumage de fagon qu’une longueur d’au moins 2 mm trempe dans I’échantillon. On insere
immédiatement la té€te de la bombe sur la base puis on ferme a I’aide de I’anneau en vissant a
la main. La bombe est manipulée avec soin pour éviter que 1’échantillon ne s’échappe de la
capsule. La bombe remplie a 12 atm d’oxygene est introduite dans le réservoir du calorimétre
contenant 2 litres d’eau a I’aide des pinces. Les fils de connexion de la boite de mise a feu sont
fixés sur la téte de la bombe. Aprés 10 secondes, 1’étanchéité de la bombe est vérifiée en
s’assurant qu’aucune bulle d’oxygene ne s’échappe de la bombe. Le couvercle du calorimétre,
le thermocouple et la courroie d’entrainement de I’agitateur sont mis en place. A 1’aide d’un
thermomeétre la température initiale (T;°) du milieu est mesurée. Aprés la mise a feu, la
température augmente et atteint un maximum aprés quelques minutes. La chute de la
température est relevée a des intervalles de temps réguliers, ceci permet de trouver par

extrapolation la température finale qu’on devrait obtenir s’il n’y avait pas de perte thermique.
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Figure 73 : Bombe calorimétrique Parr . © AAG

1.2.1.2.5.2 Mesure des capacités calorifiques des huiles des variétés 1 et 2

L’¢étalonnage du calorimétre par la combustion de 1’acide benzoique a permis de trouver une
valeur en eau de 2391 J/°C. La chaleur de combustion des huiles est mesurée en faisant la
combustion d’une masse d’échantillon et en procédant exactement comme pour I’étalonnage.

La température maximale (Tr) dans le calorimeétre juste aprés la combustion du corps gras
est obtenue a partir de I’extrapolation de 1’équation de la droite de la variation de température
en fonction du temps pour le temps zéro. Elle permet la détermination du pouvoir calorifique
par 1’équation suivante :

PC = WxCex(T¢—T;) ®)

m

W : valeur en eau du calorimétre
Ce : capacité thermique de I’eau

T.: température initiale mesuree avant la mise a feu
T, : température finale déterminée par extrapolation apres la mise a feu

m : masse de 1’échantillon en gramme.
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1.2.1.2.6 Dosage des acides gras

Une fraction de 20 mg de corps gras est prélevée et introduite dans un vial, dans lequel 1 mL
de TBME (tertio-butylmethylEther) est ajouté. Aprés agitation, un volume de 100 puL de la
solution est introduit dans un insert et complété par 50 ul de TMSH (triméthyl hydroxyde de
sulfonium 0,5 M dans le méthanol). Aprés une douce agitation la solution obtenue est analysée
par chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-
FID). Un chromatographe de type Perkin Elmer équipé d’un détecteur a ionisation de flamme
(FID) est utilisé avec les conditions opératoires présentées dans le tableau 11. Les acides gras
sont identifiés par comparaison des temps de rétention avec ceux d’un mélange des acides gras

de référence. La quantification est faite avec la méthodes des aires.

Tableau 11 : Conditions d’analvse des acides gras en CGP-FID.

Type de colonne CP — Select CB for FAME fused silica WCOT 50m

Gaz vecteur Hélium 1,2 mL/min

Température d’injection 250° C

Quantité injectée 1 ul

Température du four 185° C (40 min); 15° C/min jusqu’a 250° C, 250° C (10 min)

Température du détecteur | 250° C

1.2.1.2.7 Dosage des stérols

La détermination de la teneur en phytostérols des huiles brutes a été réalisée selon la norme
ISO 12228. La séparation compléte des différents phytostérols a été obtenue par
chromatographie en phase gazeuse (CPG). Le principe de I’analyse des phytostérols est basé
sur un isolement de I’insaponifiable puis une silylation de la fraction insaponifiable avant
I’injection directe en Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). La quantification est faite a
partir des aires des pics pour les différents phytostérols comparées a 1’aire du pic correspondant

a I’étalon interne (cholestanol).
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Tableau 12 : Conditions d’analyse des stérols en CGP-FID

Type de colonne CPSiL (Varian) 30m x 0,25mm x 0,25um
Gaz vecteur Hélium 1,2 ml/min pression : 100 KPa
Température d’injection 350° C

Quantité injectée Tul

Programmation température | 55° C (0,5 min), 20° C/min jusqu’a 340° C, et 340° C (30 min)
d’injection

Programmation température | 160° C (0,5 min); 20° C/min jusqu’a 260° C (5,5 min), 2°C/min
du four jusqu’a 300° C (10 min), 45° C/min jusqu’a 350° C (3 min)
Température du détecteur 365°C

Figure 74 : Appareil CPG Perkin-Elmer © AAG

1.2.1.2.8 Analyse DSC de I'huile

Les analyses DSC ont été effectuées sur un Mettler Toledo DSC823. La précision de la
température de l'instrument a été calibrée avec I'indium, et le flux de chaleur a été étalonné avec
du n-heptane. L'appareil est équipé d'un IntraCooler capable de maintenir des températures de
—90°C a 600 °C et des montées de température de 0,1 a 50 °C min'. Un débit d'air de 40
mL/min™! est maintenu. Les huiles sont analysées dans la gamme de température —80°C a +40°C
a raison de 5°C/min. Les thermogrammes obtenus ont été traités a I'aide d'un logiciel dédié
(StarSoftware). La masse de I’échantillon de corps gras (8-10 mg) est placée dans une capsule
en oxyde d'aluminium qui est ensuite placé dans le porte échantillon de ’appareil avec la

programmation de la température adéquate.

[.2.1.2.9 Analyse IR de I’huile

L’analyse des groupements fonctionnels peut se faire avec la méthode de la spectroscopie
infra-rouge par transformée de Fourrier (FT-IR). Le spectre est enregistré de 400 cm™ a 4000
m™!, avec une résolution de 4 cm™! et correction de la ligne de base. L’appareil utilisé est un
spectrophotometre Perkin Elmer Spectrum Two équipé avec un échantillonneur ATR. Les

spectres sont analysés grace au logiciel Spectrum 10™.
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1.2.1.3Protéines

1.2.1.3.1 Extraction des protéines de réserve

Une extraction séquentielle des protéines de réserve est effectuée en se basant sur leurs
différences d’affinités avec différents solvants (Figure 75). Une masse de 3 g de poudre de
graines de Carica papaya L. délipidées et 60 mL de tampon approprié sont mélangés.

Les albumines sont extraites avec de I'eau bidistillée a pH 6,5 sous agitation pendant 30
minutes dans un bain d’eau glacée. Aprés centrifugation a 4°C, a 10400 rpm pendant 15 mn.
Le surnageant contenant les albumine est récupéré et le résidu résultant est extrait avec du Tris-
HCl1 100 mM, pH 8,2 NaCl 0,5 M pour récupérer les globulines dans le surnageant dans les
mémes conditions précédentes. Le nouveau résidu est extrait avec de 1’é¢thanol a 70 % pour
isoler les prolamines dans le surnageant. Les glutélines sont extraits du dernier résidu avec de

l'acide acétique 0,2 M dans les mémes conditions.

Graines de papaya séchées et broyées

Extraction a I'Hexane par Soxhlet 8 h Huile

Poudre de graines de papaya délipidées

Extration par H»O didistillée pH = 6,5 A A
Fraction Albumines

Centrifugation a 4°C 3 10400 rpm, 15 mn

Résidu de la premiére extraction

i i " NaCl 0,5
Extration par Tris HCI, 100 mM, NaCl 0,5 M Fraction Globulines

Centrifugation a 4°C a 10400 rpm, 15 mn

Résidu de la deuxiéme extraction

Extration par de 1'éthanol a 70 %
Centrifugation a 4°C a 10400 rpm, 15 mn Fraction Prolamines

Résidu de la troisiéme extraction

tration a I'Acide Acéti 02N
Extration a 'Acide Acétique Fraction Glutélines

Centrifugation a 4°C 4 10400 rpm, 15 mn

Résidu Final

Figure 75 : Méthode d’extraction des protéines
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1.2.1.3.2 Dosage des protéines par la méthode de Bradford
Les extraits de protéines précédemment collectés sont dosés par la méthode développée par
Marion M. Bradford en 1976 [62]. A 200 uL de la solution protéique, sont ajoutés 4 mL du
réactif de Bradford dilué au cinquiéme. L'ensemble est incubé a 1'obscurité durant une trentaine
de minutes avant de procéder a la lecture de 'absorbance a 595 nm. Dans les mémes conditions,
une gamme de BSA allant de 0 a 20 pg est préparée a partir d'une solution commerciale a 2
mg/mL. La quantité de protéine est déterminée grace a 1I’équation de la droite d’étalonnage

(Annexe 11).

1.2.1.3.3 Chromatographies

Deux méthodes chromatographiques ont ¢té utilisées dans le but de caractériser les
albumines et les globulines.

Tout d'abord, une chromatographie gel-filtration sur Sephadex G100 est effectuée. Ce type
de chromatographie permet de séparer les protéines en fonction de leurs poids moléculaires.
Les molécules de haut poids moléculaires seront les premiéres a sortir et celles de faibles poids
moléculaires seront les dernieres. La résine Sephadex G100 utilis¢é a un domaine de
fractionnement compris entre 4 000 et 150 000 Da. Par la suite une chromatographie
¢changeuse d'ions sur une résine DEAE-Sephadex A25 est réalisée. Cette chromatographie va
permettre de séparer les protéines selon leurs charges. La résine ayant un groupement positif
utilisé dans cette analyse ne retiendra que les protéines plus ou moins chargées négativement et
¢luera celles ayant des charges positives ou non chargées trés rapidement. Afin de décrocher
les protéines ayant des charges négatives, un contre-ion négatif (Cl") est apporté sous la forme

de NaCl pour faciliter 1'élution.
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Figure 76 : Colonne de Chromatographie © AAG
1.2.1.3.3.1 Préparation des gels

20 g de Sephadex G100 en poudre trés fine sont introduits dans un flacon de 500 mL en
verre auxquels, 400 mL de tampon Tris-HCI pH 7,2 (eau pH 6,5) sont additionnés. La
suspension est agitée légérement pour éliminer les bulles d’air. Le récipient est laissé au repos
pendant une nuit pour permettre au gel de gonfler correctement. La suspension est versée
délicatement dans la colonne de 22 cm de hauteur et 1,5 cm de diamétre. Le lit de Sephadex est
laissé€ au repos jusqu’au tassement complet. Le robinet d'arrét au bas de la colonne est ouvert
pour permettre I’écoulement du tampon surnageant avec un débit de I’ordre de 20 mL par heure.
La colonne est équilibrée en ajoutant continuellement du tampon en contrdlant le pH de 1’¢luant
jusqu’a ce que ce pH soit égal a celui du tampon de départ. A aucun moment le dessus du gel
n’a éteé sec.

5 g de Sephadex A-25 sous forme de poudre blanche tres fine sont suspendus dans le tampon
Tris-HCl pH 7,2 et la suspension est stockée pendant 48 heures en agitant délicatement de temps
en temps pour éviter d’endommager les particules fines. Le tampon utilisé comporte le méme
contre ion que le Sephadex A-25. La colonne est équilibrée en faisant passer du tampon jusqu’a

ce que le pH du liquide sortant soit égal a celui de I’¢luant entrant.
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1.2.1.3.3.2 Mise en ceuvre
Pour les deux chromatographies, 5 mL de la solution protéique sont déposés sur la résine.
En gel-filtration, 1'¢lution se fait avec du Tris-HCI pH 7,2 pour les globulines ou avec de 1'eau
distillée a pH 6,5 pour les albumines. En ce qui concerne la chromatographie échangeuse d'ions,
les mémes tampons auxquels sont ajoutées des quantités croissantes de NaCl sont utilisés.
Des fractions de 2 mL sont récupérées et 1'élution est suivie par la lecture de I'absorbance a
280 nm, des contenus des tubes. A la fin de I'élution, les pics sont rassemblés puis dosés grice

a la méthode de Bradford décrite ci-dessus.

1.2.1.3.4 Electrophorése SDS-PAGE

L'¢électrophorese repose sur la séparation des molécules grace a un champ électrique. La
migration se fait de la cathode a I'anode. Pour que la migration puisse se faire, les molécules
doivent étre chargées. Il existe de nombreuses techniques mais une seule nous intéresse : la
méthode SDS-PAGE.

Dans cette méthode, toutes les molécules sont chargées de la méme maniere. Le SDS
linéarise les molécules et leur confere des charges négatives. La séparation ne se fera alors que

par la taille.

Figure 77 : Appareillage Electrophorése © AAG
1.2.1.3.4.1 Préparation du gel d'électrophorése

Un gel de séparation a 12% d'acrylamide et un gel de concentration a 4% sont préparés et

coulés indépendamment I'un de 'autre.
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. Gel de Gel de

Produits . . .
concentration | séparation

Eau distillée 4,35 mL 2,15 mL
Accugel 29 :1 (Mélange
acrylimide/biiacrylargnide 40%) 3 mL 0,35 mL
Tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL -
Tampon Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 - 0,95 mL
Solution SDS 10% 100 uLL 37 uL
TEMED 5uL 3 uL
Bleu de bromophénol 0,1% - 20 uL
Ammonium persulfate 10% 100 uL 37 uL

Le gel de séparation est coulé en premier et quelques gouttes d'isopropanol sont ajoutés a la
surface du gel qui se polymérise en trente minutes. Une fois la polymérisation du gel de
séparation est terminée, I'isopropanol est retiré et le gel de concentration est coulé en présence

d’un peigne pour former les puits.

1.2.1.3.4.2 Préparation et dépot des protéines

Les protéines sont précipitées durant quarante-cinq minutes avec de l'acétone (1 : 4). Le
mélange est centrifugé a 4°C a 13300 rpm durant 20 minutes et le surnageant est ¢liminé afin
de récupérer le culot qui est ensuite séché.

Le culot est repris avec 20 puL. de tampon de charge (Tris-HCI1 0,05M ; pH 6,8 ; SDS 2% ;
glycérol 10% ; Bleu de Bromophénol 0,1%) et chauffé au bain-marie bouillant durant 5
minutes. 10uL de chaque échantillon et 5 pL. du mélange de marqueur de taille sont déposés
dans des puits différents du gel. Le marqueur de taille est composé de : Myosine : 200 000 Da,
B-galactosidase : 116 250 Da, Phosphorylase b :97 400 Da, Sérum albumine : 66 200 Da,
Ovalbumine : 45 000 Da, Anhydrase carbonique : 31 000 Da, Inhibiteur de la trypsine : 21 500
Da, Lysozyme : 14 400 Da et Aprotinine : 6 500 Da.

1.2.1.3.4.3 Migration des protéines
La cuve de I’électrophorese est remplie avec le tampon de migration TGS (Tris-HCI,
Glycine, SDS) 1X. Un courant de 20 mA est appliqué au niveau du générateur. La migration
est stoppée dés que le front de migration marqué par le bleu de bromophénol atteint le bas du

gel.

1.2.1.3.4.4 Coloration et séchage du gel
Une solution de bleu de Coomassie R-250 est utilisée pour colorer le gel. 100 mL de cette
solution contenant le gel sont chauffés 2 fois 30 secondes ; puis une solution de décoloration

(Méthanol 45%, Eau 45% et acide acétique 10%) est utilisée pour décolorer le gel durant toute
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la nuit. Le gel récupéré est séché entre deux feuilles de cellophane a la température de la salle

durant 24 heures.

1.2.1.3.5 Lecture spectrométrique UV des protéines
Les protéines sont précipitées a 1’acétone et le culot est suspendu dans 500 mL d'eau distillée.
L'ajout de NaOH a différentes concentrations dans 20 mL de la solution de protéine va

permettre la mesure du pH et la prise du spectre UV (Tableau 13).

Tableau 13 : Protocole de mise en ccuvre de 1'étude des protéines par Spectrophotomeétrie

uyv.

Volume protéines Concentration NaOH Volume NaOH Volume eau distillée

(mL) M) (mL) (mL)
1 0 0 5
2 0,25 4,75
3 1 4
4 0,05 2 3
5 3 2
6 2 4 1
7 5 0
8 1 4
9 0,5 2 3
10 3 2
11 4 1
12 1 5 0

1.2.1.3.6 Dosage acide/base
Les protéines sont précipitées grace a I’acétone et le culot est repris dans 50 mL d'eau
bidistillée a pH 7. 10 mL de NaOH 0,08 M sont ajoutés a cette mixture. Le pH et la conductivité
sont mesurés initialement puis apres I'ajout de 50 pL. de HCI 0,08M jusqu'a atteindre un volume
de 15 mL final.
La relation ci-dessous est utilisée pour effectuer les calculs :

NyaoH (Veq1—Veq2)
A — a eq eq (9)
1000 X Mot

A : équivalent groupes acides/g de protéines ; Veq €t Veq2 sont les volumes (mL) de HCI1
versés respectivement au premier et au deuxieme point équivalent ; Nnaon = normalité de la
solution de NaOH utilisée pour dissoudre les protéines, et mprot = masse de protéine titrée (g).
L'inverse de la valeur trouvée en utilisant 1I’équation ci-dessus donne la masse équivalente g de

protéine / équivalent de groupes acides.
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[.2.2 Voies de valorisation des sous-produits du papayer

1.2.2.1 Utilisation des graines de papayer dans l'adsorption des
colorants

1.2.2.1.1 Préparation de l'adsorbant
Les graines de Carica papaya (GCP) non dégraissées sont obtenues a partir de fruits mdrs,
et sont soigneusement lavées a I'eau distillée et séchées a I'ombre et a 1'air pendant trois jours.
Apres ce processus, elles ont été séchées a 45°C pendant 48 heures dans une étuve. Les graines
non dégraissées ont &té broyées avec un broyeur et I'huile en a été extraite a I'hexane. Le résidu
GCPD a ¢té séché a l'air, broyé, tamis¢€ jusqu'a 1’obtention de particules fines de diametres

moyens de 0,25 mm et stocké dans un récipient en plastique.

1.2.2.1.2 Détermination du point zéro charge (pHrzc)

Le pH du point de charge zéro (pHpzc) pour le GCPD a été déterminé par une procédure de
titrage acido-basique. A une série de onze fioles coniques de 150 mL, on a ajouté 45 mL d'une
solution de KNOs3 (0,01 M) et le pH a ¢été ajusté avec précision a l'aide de solutions de HCI ou
de NaOH 0,01 N du pH =2 (premier flacon) au pH = 12 (onziéme flacon) et complété avec une
solution de KNO3 0,01 M a 50 mL. Le pH initial (pH;) a été a nouveau mesuré avec précision
et consigné. A chaque flacon on ajoute 0,1 g de GCPD; le flacon a été bouché et agité
manuellement toutes les 4 heures. Aprés 48 heures, le pH final (pHr) dans chaque flacon a été

mesure. Le ApH = pHy — pH; est tracé en fonction du pHi. Le point d'intersection de la courbe

et I'axe des abscisses a ApH = 0 donne la valeur du pHpzc.

1.2.2.1.3 Caractérisation de I'adsorbant par la méthode de Boehm

La méthode Boehm [63], est utilisée pour caractériser la surface de 1’adsorbant. 0,10 g de
I’échantillon est introduit dans un flacon fermé contenant 50 mL d'une solution aqueuse 0,01
mol/L de réactif (NaOH, ou Na;CO3 ou NaHCOs3, ou HCI). Les suspensions ont été agités
pendant 24 h a une vitesse constante : 700 tours/min et a la température ambiante. Ensuite, les
suspensions ont été filtrées sur des filtres Whatman N°4. Pour déterminer le nombre de groupe
acide ou basique, des titrages en retour du filtrat (10 ml) ont été réalisés avec HCI standard
(0,01 mol/L) pour avoir les groupements acides. Les teneurs des groupes basiques ont été

¢galement déterminées par le titrage en retour du filtrat avec NaOH (0,01 mol/L).
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1.2.2.1.4 Caractérisation de 1'adsorbant par SEM et DRX

Un diffractométre DRX-SEM XPERT-PRO PANalytical BV, avec un rayonnement CoKa
(A =1,78901 A) est utilisé et les pics sont observés a 20 allant de 10° 2 90°. La morphologie et
la cartographie de distribution des ¢léments de I'adsorbant ont été caractérisées a l'aide d'un
microscope électronique a balayage de champ Zeiss Ultra plus 55 (FE-SEM) a haute résolution,
fonctionnant a une tension de 2,0 kV et d'un microscope électronique a transition a haute
résolution JEOL JEM-2100F (HRTEM) a 200 kV. La spectroscopie photoélectronique aux
rayons X (XPS, Kalpha, Thermo Fisher) a été utilisée pour analyser la composition élémentaire

des matériaux avec un rayonnement Al-Ko monochromatique.

[.2.2.1.5 Tests d'adsorption par Batch

Toutes les expériences ont été conduites en batch. Un échantillon de GCPD de masse connue
a ¢ét¢ mélangé avec un volume de 50 mL de solution de colorant dans des fioles coniques de
250 mL et l'agitation constante a été maintenue pendant un temps fixe a 25° C. A la fin de
I'opération, la phase liquide a été séparée de 1'adsorbant par filtration par gravité a travers un
papier Whatman N°4. La concentration résiduelle de colorant dans le liquide a été déterminée
en mesurant I'absorbance de la solution a des longueurs d'onde spécifiques en utilisant un
spectrophotomeétre UV-Visible Perkin-Elmer Lambda 365 (max = 663,5 nm pour le bleu de
méthyléne (BM) et max = 517,1 nm pour la fuchsine basique (FB)) a l'aide d'un
spectrophotomeétre. Les données expérimentales ont été utilisées pour calculer la capacité

d'élimination et la quantité de colorant adsorbé sur le GCPD selon les équations ci-dessous.
T4 )& K - - C _C 'V
Capacité d'élimination (%) = % X 100 (7)
0

q. = —(CO;IC:)'V ®)
ou Cp et C. sont respectivement les concentrations de colorant initiale et finale (mg/L) dans
la phase liquide, V (L) est le volume de la phase liquide et mo (g) est la masse de 1’adsorbant
utilisé.
1.2.2.1.5.1 Effet du contact temporel
Le temps d'équilibre a été déterminé en utilisant la procédure suivante. 50 mL de solution de
colorant a une concentration de 50 mg/L ont été traités avec 0,25 g d'adsorbant sur une plage

allant de 10 a 180 mn. Les expériences ont été effectuées au méme pH et les flacons ont été

agités a 500 tr / min et a une température de 25 ° C.
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1.2.2.1.5.2 Effet de la dose d'adsorbant sur la capacité d'élimination
L'effet de 1a dose d'adsorbant a été étudié a 1'aide de la procédure suivante. 50 mL de solution
de colorant a une concentration de 50 mg/L ont été traités avec une masse d'adsorbant allant de
0,1 a2 g. Les expériences sont conduites au méme pH et les flacons ont été agités a 500 tr / min

et a une température de 25 ° C pendant 180 min.

H,N
X
N + F ~ — C N
N S N
CH,
H,N
A B

Figure 78 : Structures chimiques des colorants testés ou (A) est le bleu de méthyléne et
(B) l1a fuchsine basique.
1.2.2.1.5.3 Effet du pH de la solution sur la capacité d'élimination
L'effet du pH de la solution sur les capacités d'élimination de l'adsorbant a été étudié¢ entre
le pH =2 etle pH = 11. Les expériences ont été réalisées en ajoutant 0,4 g ou 0,3 g de poudre
de GCPD (pour le BM et la FC respectivement) dans six erlenmeyers de 150 mL contenant 50
mL d’une solution de colorant a 50 mg/L et le pH de la solution a été ajusté a I'aide de solution
de HCI 0,1 N ou de solution de NaOH 0,1 N. Les flacons ont été agités a 500 tours / minute et

a une température de 25° C pendant 180 minutes.
I.2.2.2 Utilisation des feuilles de papayer dans 1'élimination des

métaux lourds

On utilise les mémes protocoles que pour I'¢élimination des colorants pour optimiser
I'élimination des colorants. On travaille avec une concentration en métaux de 10 mg/L. Quatre
métaux sont étudiés : le cuivre, le zinc, le nickel et le fer sont testés. Les analyses ont été faites
avec un Spectrometre Atomique d'absorption/flamme Thermo-Fisher iCE 3000 Series.

L'acétylene est le gaz utilisé pour toutes les analyses.
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Figure 79 : Spectrométre d'absorption atomique © AAG

[.2.3 Analyse statistique

Les différentes analyses statistiques ont été effectuées grace a l'extension XLSTAT 2019

d'Addinsoft.
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I1. Résultats et Discussion

II.1 Composants phytochimiques et activités
antioxydantes

I1.1.1 Détermination des  conditions  optimales

d’extraction des polyphénols

L’optimisation de I’extraction a été effectuée en suivant le contenu total en polyphénols chez

les feuilles. Les résultats sont ainsi consignés dans la figure 80.

Figure 80 : Optimisation des paramétres d'extraction des polyphénols
(a) Durée ; (b) : Température ; (c) : Ratio

La figure 80 représente la variation du CTP en fonction de la température, de la durée et du
ratio matériel végétal/eau (%). Cette figure nous montre que le rendement d'extraction est
sensible a ces différents paramétres. Quand la température augmente, on observe une
augmentation du rendement d'extraction pour atteindre une valeur optimale a 70°C ce qui est
soutenu par les observations effectuées par Vuong et al [5]. De méme, lorsque la durée de
I’extraction varie en fixant la température a 70°C, le rendement d'extraction augmente et atteint
une valeur maximale d'extraction a 20 minutes. Au-dela de 20 minutes, le taux d’extraction des
polyphénols diminue régulierement.

En fixant ces deux premiers paramétres aux valeurs optimales, I'influence du ratio (m/v) sur
le rendement d'extraction est étudié. Dans la figure 80 c, le rendement d’extraction est maximal
pour un ratio de 1/100. Ce résultat est confirmé par les constations de Gertenbach et al. [64] qui
disent que plus bas est le ratio matériel végétal/eau, meilleur est le rendement d'extraction. En
effet, il existe un gradient de concentration entre les composés phénoliques a l'intérieur des

particules foliaires et ceux situés a la surface, ce qui conduit a une accélération du processus
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d'extraction a forte dilution.

Dans la suite de ce travail, l'extraction est effectuée a une température de 70°C, durant 20
minutes avec un ratio 1/100 dans le but de quantifier le contenu total en polyphénol (CTP), le
contenu total en flavonoides (CTF), le contenu en saponines (CS), le contenu total en

proanthocyanidines (CTPa) et les différentes activités antioxydantes.

I1.1.2 Teneurs des polyphénols dans les sous-produits de
Carica papaya L.
I1.1.2.1 Détermination du contenu total en polyphénols

Le tableau 14 résume la teneur en polyphénols obtenue grace a I’extraction des différents

organes des trois variétés de Carica papaya €tudiées.

Tableau 14 : Contenu total en polvphénols des 3 variétés de papaye étudiées

Contenu total en polyphénols (mg EAG/g)

VF JF EP GRD
Ordinaire a b c d
vi 29,75 +1,22 38,03 £1,18 19,87 £0,26 72,56 £3,16
Red lady §
V2 53,24 £3,02° 55,24 £+ 3,14° 15,53 £5,93 9,61 +3,81%
Sunrise h b h . b
V3 41,77 £ 0,96 38,56 £ 1,61 23,64 +£1,29 38,28 £ 1,34

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées. Les données
ayant des lettres en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.

Chez la variété Ordinaire (V1), les graines délipidées (GRD) sont beaucoup plus riches en
polyphénols (72,56 £ 3,16 mg EAG / g) suivies des jeunes feuilles (JF) (38,03 + 1,18 mg EAG
/ g) et des vieilles feuilles (VF) (29,75 + 1,22 mg EAG / g) ; les épluchures (EP) sont deux fois
moins riches en polyphénols (19,87 + 0,26 mg EAG / g) que les jeunes feuilles. Contrairement
a la variété Ordinaire, le résidu des graines délipidées (GRD) de la variété Red Lady (V2) est
moins riche en polyphénols (9,61 + 3,81 mg EAG / g) que toutes les autres parties de la plante
; les jeunes feuilles (JF) sont plus riches (55,24 + 3,14 mg EAG / g), suivies des vieilles feuilles
(VF) (53,24 + 3,02 mg EAG/ g) et des EP (15,53 £5,93 mg EAG/ g) qui sont les moins riches
en polyphénols. Chez la variété Sunrise (V3), les feuilles présentent les mémes tendances que
la variété Red Lady (38,56 et 41,77 mg EAG/g) tandis que les épluchures sont les plus pauvres
(23,64 = 1,28 mg EAG/g) ; les graines et les jeunes feuilles ont des taux de polyphénols
comparables (38,28 + 1,34 et 38,56 = 1,61 mg EAG/g).
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Les données montrent que les GRD de V1 sont deux fois plus riches en polyphénols que
celles de V3 et qu'elles sont sept fois plus riches que celles de V2 qui sont pauvres en
polyphénols. Chez V2, les polyphénols se trouvent principalement dans les feuilles tandis que
chez V1, les graines contiennent presque autant de polyphénols que toutes les autres parties de
la plante réunies. Pour V3, les polyphénols sont répartis de fagon assez homogene dans les
feuilles et les graines. Il est & noter que pour les variétés V2 et V3 le contenu total en
polyphénols (CTP) des JF et des VF est comparable contrairement a V1 pour laquelle le CTP
des JF est significativement plus élevé que celui des VF. Les trois variétés étudiées dans ce
travail ont un taux de polyphénols supérieur aux résultats (23,06 mg EAG/g) trouvés par Vuong
et al. [5]. Les feuilles d'une variét¢ de C. papaya L., cultivées au Pakistan [65], donnent une
valeur CTP de 49,94 + 0,60 mg EAG/g. Cette teneur est inférieure aux valeurs trouvées pour
les feuilles de la variété Red Lady et supérieure a celles des feuilles des variétés Ordinaire et
Sunrise. Les épluchures de cette variété du Pakistan ont une teneur de 32,23 + 0,64 mg EAG/g
en polyphénols qui est supérieure a celles des trois variétés utilisées dans cette étude tandis que

lesurs graines sont moins riches avec 27,94 + 0,09 mg EAG/g [65].

11.1.2.2 Teneur totale en flavonoides

Pour les trois variétés, les niveaux de flavonoides sont faibles (tableau 13). Cela peut
s'expliquer par la faible solubilité des flavonoides dans 1'eau qui est un solvant trés polaire. En
effet, les flavonoides qui sont des molécules faiblement polaires sont plus solubles dans les
solvants organiques et les solvants peu et moyennement polaires. Pour toutes les variétés, les
niveaux de flavonoides de VF et de JF sont comparables et varient entre 1,10 mg EQ/g et 1,50
mg EQ/g. Ces valeurs sont inférieures a la valeur rapportée dans la littérature (3,33 mg/g) pour

les jeunes feuilles de la variété de papaye qui pousse en Malaisie [66].

Tableau 15 : Contenu total en flavonoides des trois variétés de papave étudiées

Contenu total en flavonoides (mg EQ/g)

VF JF EP GRD
Ordinaire a a b b
Vi 1,11 +£0,077 1,01 + 0,009 0,34 + 0,050 0,22 +£ 0,010
Red Lady . d R R
V2 1,46 + 0,047 1,39+ 0,014 0,23 + 0,004 0,36 £ 0,013
Sunrise q h ;
V3 1,39 +£ 1,970 0,99 +0,010# 0,23 + 0,006 1,01 £ 0,030

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées. Les données

ayant des lettres en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.
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Le CTF d'extraits aqueux de graines dégraissées (0,22 mg EQ / g - 1,01 mg EQ / g) est
supérieur au CTF d'extrait aqueux de graines de la variété malaisienne [66]. Les CTF des EP se
situent entre 0,23 mg EQ / g et 0,35 mg EQ / g et sont supérieurs a la valeur rapportée (0,056

mg / g) pour la variété Carica papaya L. var solo 8 cultivée en Cote d'Ivoire [67].

11.1.2.3 Détermination du contenu total en

proanthocyanidines

En raison de leur faible polarité, les rendements d'extraction des proanthocyanidines dans
I'eau sont faibles (Tableau 14). Les teneurs en proanthocyanidines des trois variétés ont été
déterminées grace a la droite d’étalonnage de la catéchine.

Elles sont comparables et se situent entre 2,19 et 2,51 mg EC/g et sont légerement
supérieures a celles trouvées pour JF (1,57 - 2,33 mg EC/g). Les EP et les GRD de V1 sont les
plus riches en proanthocyanidines : 2,53 = 0,34 mg EC/g et 2,50 £ 0,08 mg EC/g

respectivement.

Tableau 16 : Contenu total en proanthocyanidines des 3 variétés de papaye étudiées

Contenu total en Proanthocyanidines mg EC/g

VF JF EP GRD

Ord\ilriaire 223 40,15 2,10 £ 0,10 2,53 + 0,34% 2,50 % 0,08

RS 2,510,030 23340120 1,68 0,16 1,23 £0,05°
Saarie 2,19 % 0,06° 1,57 £0,18' 1,50 + 0,08" 1,45+ 0,11°

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées. Les données
ayant des lettres différentes en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.

Pour V2, EP et GRD sont médiocres avec des valeurs inférieures : 1,68 + 0,16 mg EC mg /
g pour EP et 1,23 + 0,05 mg EC / g pour GRD. Pour V3, les GRD contiennent beaucoup moins
de proanthocyanidines (1,45 + 0,11 mg EC/ g) que toutes les autres parties étudiées de la plante.
Pour V1, les quantités de proanthocyanidines sont réguliérement réparties entre les différentes

parties de la plante : 2,10 £ 0,10 mg. EC/ g - 2,53 + 0,34 mg EC / g (Tableau 14).

I1.1.2.4 Teneur en saponines

Le tableau 15 donne les valeurs de saponines retrouvées chez les trois variétés de papayer.
Les EP et les GRD de la variété Sunrise (V3) sont les plus riches en saponines 194,03 +
15,78 et 102,92 + 26,77 mg EAe/ g respectivement (tableau 2). La méme observation est notée

pour la variété ordinaire (V1) mais avec des valeurs inférieures : 87,07 + 6,08 mg EAe / g pour
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les EP et 74,87 £ 11,77 mg EAE / g pour le DS. Pour la variét¢ Red Lady (V2), les JF
contiennent plus de saponines (65,88 + 5,70 mg EAe / g) que toutes les autres parties étudiées
de la plante alors que les VF sont les plus pauvres en saponines (49,73 + 0,92 mg EAe / g)
contrairement aux deux autres variétés (tableau 2...). Ceci est cohérent avec le fait que les
saponines, légérement polaires, sont plus compatibles avec les solvants qui sont moins polaires

que l'eau. Ces résultats sont conformes a ceux rapportés pour le Carica étudié par Vuong et al.

[5].

Tableau 17 : Contenu total en saponines des trois variétés de papaver

Contenu total en saponines mg AeE/g

VF JF EP GRD
Ordinaire
38,31 +5,58? 66,38 + 3,36° 87,07 £ 6,08° 74,87 £ 11,77°¢
Vi
Red Lady
49,73 +£0,92° 65,88 £ 5,70° 55,61 7,419 51,79 1,344
V2
Sunrise
66,61 +1,97° 56,35 + 12,39¢ 194,03 + 15,78° 102,92 + 26,77"
V3

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées, Les données

ayant des lettres différentes en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05,

I1.1.3 Etude de l'activité antioxydante des extraits

aqueux
L'étude de l'activité antioxydante a été faite avec trois méthodes différentes : CUPRAC,
DPPH' et ABTS"™.
I1.1.3.1 Capacité antioxydante totale déterminée par la

méthode CUPRAC

La méthode CUPRAC repose sur la capacité des antioxydants a réduire les ions Cu?* en Cu".
Pour cela, un agent chélatant est nécessaire : la néocuproine (Figure 81). Les ions Cu" vont

donc former un complexe avec la néocuproine.
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Figure 81 : Structure du complexe Cuivre-Néocuproine
Cette méthode permet donc de mobiliser les antioxydants, ayant un ou plusieurs
groupements thiols ainsi que des antioxydants lipophiles et hydrophiles [68]. L’étalonnage a
été effectué grace au TROLOX qui est un analogue hydrosoluble de la vitamine E (Figure 82).

Les résultats sont exprimés en mg ETr/g.

HO

OH

Figure 82 : Structure du TROLOX

Le tableau 18 récapitule la capacité antioxydante totale (CAT) par la méthode CUPRAC des
trois variétés de papayer étudiées.

Aussi bien les vieilles feuilles (VF) que les jeunes feuilles (JF) ont une excellente capacité
antioxydante. Les JF de la variété Red Lady (V2) présentent la plus forte capacité antioxydante
avec 72,38+0,8 mg ETr/g. Elles sont suivies des VF de la méme variété et des GRD de la variété
Ordinaire (V1) avec des capacités antioxydantes de 69,61+0,62 mg ETr/g et 69,37+£0,63 mg
ETr/g respectivement. Les JF et les VF de la variété Sunrise (V3) ont également une bonne
capacité antioxydante avec 60,59+0,82 et 67,69+0,71 mg ETr/g respectivement de capacité
antioxydante. Ces résultats sont en corrélation avec les teneurs en polyphénol mesurées pour
ces organes.

Pour V1, les VF et les JF ont une capacité antioxydante plus faible que celle des GRD de
cette variété. En effet les VF et les JF de V1 sont beaucoup plus pauvres en polyphénols que

les graines de V1. Pour toutes les variétés, les épluchures ont une capacité antioxydante
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inférieure a celles des feuilles correspondantes (Tableau 16) en accord avec leurs teneurs en
polyphénols qui sont plus faibles que celles des feuilles correspondantes.

En comparant les organes des différentes variétés, il apparait que, les JF de V2 ont une
meilleure CAT méme si les GRD de V1 sont plus riches en polyphénols [69].11 apparait que les
feuilles et les graines ne contiennent pas les mémes types de polyphénols ou les mémes

proportions pour les polyphénols de méme catégorie.

Tableau 18 : Capacité antioxydante totale de trois variétés de papaver par la méthode

CUPRAC

Capacité antioxydante totale (mg/g)

VF JF EP GRD
Ordinaire
Vi 49,5340,50 57,36+0,31 40,83+0,25 69,37+0,63
Red Lady
V2 69,61+0,62 72,38+0,8 31,40+0,2 30,19+0,53
Sunrise
V3 67,69+0,71 60,59+0,82 46,98+0,34 35,20+0,58

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées.

I1.1.3.2 Capacité antioxydante et CIS0 par la méthode
DPPH-

Le 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyl (DPPHe) est un radical stable violet qui est utilisé¢ dans le
but d'évaluer I'activité antioxydante de certains composés [70], [71]. En présence d'antioxydant,
la coloration violette au départ change pour tirer vers le jaune grace a la capture d'un électron

par le radical (Figure 83).

Swe Swe

| |
Ne NH

O,N NO, \ O,N NO,

AH Ae

NO, NO,

Figure 83 : Mécanisme d'action du radical DPPHe
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I1.1.3.2.1 Capacité antioxydante par la méthode DPPH’

Le tableau 19 récapitule les résultats inhérents a la capacité antioxydante totale déterminés

grace au TROLOX.

Tableau 19 : Capacité antioxydante des trois variétés de papayer par le radical DPPHe.

Capacité antioxydante (mg/g)

VF JF EP GRD
Ordinaire
vi 3,85 +0,04% 5,20 £ 0,20b 2,47 +£0,09° 4,57+0,1 1¢
Red Lady £ d
V2 8,92 +£0,21° 8,39 +0,08° 1,96 £ 0,15 4,30+ 0,05
Sunrise N ) d
Vi 5,58 £ 0,428 4,01 £0,09 3,69 £ 0,14 4,06+0,12

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées, Les données
ayant des lettres en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.

Les feuilles de V2 ont une capacité antioxydante plus élevée avec des valeurs comprises
entre 8,39+0,08 mg/g pour les jeunes feuilles (JF) et 8,92+0,21 mg/g pour les vieilles feuilles
(VF) tandis que V1 et V3 présentent des capacités antioxydantes comparables pour les
différents organes. Cette tendance est surtout observée avec les GRD qui ont une capacité
antioxydante qui tourne autour de 4 mg/g avec celle de V1 qui est plus forte avec 4,57+0,11
mg/g contre 4.06 £ 0,12 mg/g pour V3. Les vieilles feuilles de V3 (5,58 + 0,42 mg/g) présentent
une activité antioxydante bien meilleure que celle des vieilles feuilles de V1 (3,85 + 0,04) alors
que pour les jeunes feuilles de ces deux variétés, les résultats sont inversés (4,01 + 0,09 mg/g pour V3)
et (5,20 + 0,20 mg/g pour V2). Pour toutes les variétés, les EP présentent une capacité
antioxydante plus faible comparée aux valeurs obtenues pour les autres variétés (Tableau 17).
Ces résultats sont positivement corrélés avec le contenu total en polyphénol des différents
organes. En effet, les organes de la plante qui sont les plus riches en polyphénol présentent une

capacité antioxydante plus élevée comme rapportée dans d’autres études [72], [73].

I1.1.3.2.2  Détermination de la CI5S0
La CI50 ne peut étre obtenue pour le radical DPPHe du fait de la faible capacité d'action des
antioxydants contenus dans les différents organes du papayer. Seules les feuilles (VF et JF) de
la variété V2 possedent une CI50. Elles sont estimées a 72 pg/mL pour VF et 80 pg/mL pour
JF. Ces deux valeurs sont comparables de la méme fagon que les teneurs en polyphénol de ces
deux organes. Les CI50 de ces deux organes sont moins bonnes que celle d’un extrait de feuilles

de papayer de la variété du Rajasthan, qui présente une CI50 de 53,68 pug/mL [74]. Les CI50
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de la variété V2 sont largement meilleures que celles rapportées par Gogna et al. avec des

valeurs respectives pour les JF et VF de 375 ug/mL et 680 ng/mL [72].

I1.1.3.2.3 Cinétique réactionnelle

Aprés la détermination de la CI50, la cinétique réactionnelle est suivie. La solution
méthanolique de DPPH’ étant stable jusqu’a 180 minutes a la température du laboratoire (23
°C), I’étude a été menée sur 150 minutes. La figure 84 donne I'évolution de l'activité
antioxydante de nos extraits.

Pour toutes les variétés, une évolution rapide de la vitesse de réaction est observée durant
les cinq premicres minutes. Les jeunes feuilles de la variété Ordinaire et Red Lady atteignent
presque 22% d’inhibition de I’activité radicalaire du DPPH", tandis que les vieilles feuilles des
variétés Red Lady et Sunrise dépassent les 20% d’inhibition.

Pour toutes les variétés, les graines délipidées ont un pourcentage d’inhibition compris entre
13 et 20% au bout cinq minutes alors que les épluchures ont une cinétique beaucoup plus lente
et n’excedent pas 9% d’inhibition au bout de cinq minutes.

Au-dela des cinq premieres minutes, la réaction évolue lentement pour tous les extraits et
n’atteint pas la fin aprés 150 minutes.

Dans cette étude cinétique seules les feuilles de la variété 2 sont en mesure de réduire
l'activité radicalaire du DPPH de plus de 50% au bout de 80 mn, comme montré par les valeurs
de CI50. L’activité radicalaire du DPPH est réduite de 61,02% par VF et 69,96% par JF apres
150 mn. Parmi les autres organes qui ne présentent pas de CIS0 les VF de la variété 3 sont plus
efficaces avec 48,75% d’inhibition de I’activité radicalaire du DPPH alors que les JF de la
variété 1 donnent 48,22 % d’inhibition au bout de 150 mn. Les EP ont une activité antioxydante
moins bonne que les autres organes du papayer avec un pourcentage d'inhibition compris entre
23,32% pour la variété 2 et 35,15% pour la variété 1 a la fin du processus. Les EP de la variété
3 n'inhibent que 32,41% du radical DPPH. Les GRD de la variété 1 inhibent 40,12% du radical
DPPH ; les JF de la variété 3 inhibent 35,14% alors que les GRD de la variété¢ 3 inhibent
seulement 27,35% du DPPH' de départ au bout de 150 minutes.
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Figure 84: Evolution de I'activité antioxydante des extraits aqueux des différents

organes de papayer. (A : Variété 1 ; B : Variété 2 ; C : Variété 3)
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11.1.3.3 Résultats de ’activité antioxydante par la méthode
ABTS™*

I11.1.3.3.1 Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale de chacun des extraits aqueux est retrouvée dans le Tableau

20.

Tableau 20 : Capacité antioxydante totale de trois variétés de papayer par le radical

ABTS™
Capacité antioxydante totale (mg/g)
VF JF EP GRD
\%4! 46,70 £ 2,66 57,26 + 3,10 27,89 +0,75 83,21 +2,67
V2 113,84 + 3,80 114,95 + 0,32 73,44 +3,16 46,71 +1,77
V3 56,83 + 4,61 47,97 + 0,86 39,60 + 1,19 49,26+ 1,13

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées, Les données
ayant des lettres en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.

Les résultats consignés dans le tableau 20 montrent que les feuilles de la variété 2 présentent
une capacité antioxydante largement supérieure a celles des autres variétés étudiées dans ce
travail. Les capacités antioxydantes des feuilles de la variété 2 sontrespectivement de
113,8443,84 mg/g pour VF et 114,95+0,32 mg/g pour JF. Ces valeurs sont parfaitement
corrélées aux teneurs en polyphénols pour ces deux organes : 53,24+3,02 mg EAG/g pour VF
et 55,24+3,14 mg EAG/g pour JF. Les feuilles des variétés de V1 et V3 ont des activités
antioxydantes qui varient de 46,70+2,66 mg/g a 57,26+3,10 mg/g (Tableau 18) qui sont
comparables aux valeurs rapportées pour trois variétés de papaya cultivées dans 1’ouest de
I’Indonésie [75]. Ces activités antioxydantes sont bien corrélées aux teneurs de polyphénols des
feuilles des variétés V1 et V3. Cependant, les GRD de la variété 1 qui étaient plus riches en
polyphénol (72,56+3,16 mg EAG/g) présentent une activité antioxydante 83,21+2,67 mg/g
largement inférieure a celle des feuilles de la variété 2. Toutefois, ces graines ont une activité
antioxydante supérieure a celle d’une variété asiatique (72,57£2,67 mg/g) étudiée par Zhou et
al. [76]. Ceci est probablement di a la différence de structures des polyphénols présents dans
les divers organes de la plante. Parmi les épluchures, seules celles de la variété 2 présentent une
capacité antioxydante notable de 73,44+3,16 mg/g. Les EP des deux autres variétés ont des

capacités antioxydantes plutot faibles avec 27,89+0,75 pour V1 et 39,60+1,19 pour V2.
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11.1.3.3.2 Détermination de la CI50
Le tableau 21 récapitule I'ensemble des CI50 obtenues avec le radical ABTS™". Les meilleurs
CI50 sont obtenues avec les EP de la variété 1 (0,218 mg/mL) et de la variété 3 (0,238 mg/mL).
La variété 2 est celle qui posseéde les valeurs de CI50 les plus élevées. La variété 1 dans sa
globalité¢ posséde les meilleures CIS0. Les feuilles de cette variété ont des CISO qui sont

statistiquement semblables avec 0,256 mg/mL pour VF et 0,252 pour JF.

Tableau 21 : CI50 totale de trois variétés de papavyer par le radical ABTS™

CI50 (mg/mL)
VF JF EP GRD
Ordinaire
0,256* 0,252° 0,218? 0,274
A\
Red Lady
0,376° 0,400° 0,446 0,351°
V2
Sunrise
V3 0,2932 0,2812 0,238? 0,269

VF : vieille feuille ; JF : jeune feuille ; EP : épluchures et GRD : graines délipidées, Les données

ayant des lettres en exposant sont significativement différentes pour un p-value>0,05.

11.1.3.3.3 Cinétique réactionnelle

Comme pour le DPPH’, la cinétique réactionnelle est suivie aussi avec le radical monocation
ABTS"". L’évolution de I’activité antioxydante est observée au niveau de la figure 85.

L’¢évolution est bien plus rapide que celle observée avec le DPPH’". D¢s les cinq premicres
minutes, I’inhibition dépassait les 36% pour les vieilles feuilles de la variété Red Lady tandis
que pour les jeunes feuilles I’inhibition est de 34,78%. Les feuilles de la variété Ordinaire ont
une inhibition bien plus faible avec 27,98% pour les vieilles feuilles et 24,95% pour les jeunes
feuilles.

Pour toutes les variétés, les graines inhibent plus de 30% de I’activité radicalaire de I’ABTS™
avec un maxima a 36,30% pour la variété Red Lady.

Les réactions impliquant les épluchures sont bien plus lentes avec un maxima d’inhibition
de 29,46% au bout de cinq minutes pour celles de la variété ordinaire.

Pour tous les organes sauf les épluchures, la vitesse réactionnelle est bien plus lente au-dela
des cinq premiéres minutes. Les épluchures sont les seules a éliminer la quasi-totalité de
I’apport en ABTS™ au départ. Un plateau réactionnel est observé au bout de 100 minutes de
réaction avec une inhibition de 97,57 % pour la variété Ordinaire, 98,36% pour la variété Red

Lady et 98,49% pour la variété Sunrise.
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Pour tous les autres organes, aucun plateau réactionnel n’est observé, la réaction se poursuit
mais elle est fortement ralentie. Au bout de 150 minutes, I’inhibition est comprise entre 68 et
78% pour les vieilles feuilles, entre 68 et 72% pour les jeunes feuilles ; entre 63 et 70% pour

les graines délipidées.
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I1.2 Caractérisation des huiles

I1.2.1 Rendement d'extraction, détermination des

indices et des pouvoirs calorifiques de I’huile

Le tableau 22 montre les différents taux d’extraction des lipides dans les graines.
Parallélement, les teneurs en eau des graines ont ét¢ déterminées et ont donné 2,66+0,04 pour
la variété ordinaire et 2,8340,03 pour la variété Red Lady. Des teneurs moyennes de lipides de
25,50+0,5 % ont été obtenues pour les graines de la variété Ordinaire et 24,95+0,07 pour celles
de la variété Red Lady. La variété Sunrise n’a pas pu étre étudiée a cause de la récolte de graines

qui était épuisée.

Tableau 22 : Teneur en lipides des graines de Carica papaya et taux d’humidité des huiles.

Paramétres Variété Ordinaire Variété Red Lady
Rendement d’extraction (%) 25,50 £0,5 24,25 £ 0,07
Humidité (%) 2,66 + 0,04 2,83 +0,03
Ix (mg KOH/g) 1,22 + 0,073 1,33 £ 0,07
Is (mg KOH/g) 166,75 + 0,91 168,73 + 0,72
Ie (mg KOH/g) 165,53 + 0,84 167,44 + 0,74
Ii (g/100 g) 60,52 £ 1,15 61,02 £ 1,05
Ir (meq/kg) 1,23 +£ 0,02 1,55 +£0,06
PC (KJ/g) 37,31 £0,057 38,04 £ 0,044

Les différents indices caractéristiques de I'huile issue de nos graines de papaye sont
déterminés et consignés dans le tableau 22. Ces grandeurs ont un intérét particulier, mais non
exclusif, dans I’étude des corps gras.

Les deux huiles montrent des valeurs élevées d’indice de saponification importants mais peu
différents. Ces huiles sont qualifiées pour la production de savons liquides et de shampooings.
Ces indices de saponification sont légerement plus faibles que les valeurs reportées (188,03 mg
KOH/g de corps gras) par Devi et al. [77] pour les graines de papayer [78]. Cette différence est
probablement due au fait que les auteurs ont utilisé un liquide supercritique pour extraire I’huile.
Cette technique donne souvent une huile de meilleure qualité.

Les indices d’iode relativement élevés reflétent ainsi un haut degré d’insaturations. Les
valeurs de ces indices sont comparables a celles trouvées dans la littérature scientifique (73,48

g/100g) [79], [80]. Ces indices d'iode ont été confirmés par la composition en acides gras des
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huiles présentées dans le tableau 23.

Les indices d’acides (1,22-1,33 mg KOH/g huile) et les indices de peroxyde (1,23-1,55

meq/kg) des huiles de papaye V1 et V2 ont des valeurs inférieures aux valeurs recommandées
pour les huiles végétales (4-10 mg/g et 10-15 meq/kg respectivement). Ces faibles valeurs
d’indices de peroxyde et d’acide impliquent une forte résistance de ces huiles de papaya a
I’oxydation. Ces résultats sont conformes a ceux rapportés par d’autres auteurs [81], [82].
Le pouvoir calorifique (PC) (Tableau 22) est la quantité de chaleur dégagée par la combustion
d’une masse de 1 g matiere en présence de dioxygene. Les huiles sont des matieres combustibles
qui possedent un PC non négligeable. Ainsi, les huiles des variétés de papaye €tudi¢es sont
soumises a la combustion en présence de dioxygene dans une bombe calorimétrique. Les
résultats obtenus sont consignés dans le tableau 20. Les huiles de papaye de la variété Ordinaire
et de la variété Red Lady ont, respectivement, des PC de 37,313 kJ/g et 38,041 kJ/g. Ces huiles
peuvent étre qualifiées comme combustibles car leurs PC sont comparables a ceux des huiles
de colza (36 kJ/g) et du gasoil (44,4 klJ/g) qui sont les matic¢res de référence dans la filiere
énergétique. Les acides gras de I’huile de papaya peuvent étre transformés en méthyl esters
pour étre utilisés comme biocarburant [83].

Les quantités d’acides gras saturés, monoinsaturés et polyinsaturés ainsi que les indices
d’iode sont présentés dans le tableau 23 pour les huiles des variétés de papaye Ordinaire et Red
Lady, en plus de quatre huiles de référence.

Les huiles des variétés Ordinaire et Red Lady sont plus riches en acides gras monoinsaturés
que I’huile d’olive, I’huile d’arachide, I’huile de soja, I’huile de tournesol et I’huile de papaya
de la variété Tainoung [84]. Toutefois 1’huile de la variété Batek Batu étudiée par Puangsri et
al. [80] est légérement plus riche en acides gras monoinsaturés que les deux variétés étudiées
dans ce travail. La quantit¢ d’acides gras polyinsaturés des deux cultivars étudiés est
excessivement plus faible (3,91 g/100g et 4,07 g/100g) que celle reportée pour les huiles d’olive
(10,52 g/100g), d’arachide (32 g/100g), de soja (57,74 g/100g) et de tournesol (65,70 g/100g).
Par contre les valeurs obtenues pour les deux variétés étudiées sont légerement plus élevées que
celle des variétés Batek Batu [80] (3,20 g/100g) et Tainoung [84] (3,34 g/100g). Les indices
d’iode obtenus sont en accord avec les observations faites précédemment. En effet, cet indice
augmente quand la quantité d’acides gras insaturés augmentent. De plus, plus les chaines
d’acides gras sont insaturées plus 1’indice d’iode sera élevé. Les indices d’iode des huiles
d’olive (80-88 g/100g), d’arachide (84-102 g/100g), de soja (125-138 g/100g) et de tournesol
(125-144 g/100g) sont largement plus élevés que ceux des huiles des variétés de papaya
Ordinaire (60,52 g/100g) et Red Lady (61,01 g/100g). Ces observations sont en accord avec les
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quantités d’acides gras polyinsaturés (Tableau 23).

Tableau 23 : Différentes huiles

Papaya
. . Huile . oil, Papaya
.. Red Huile Huile Huile de Oil
Ordinaire . . de Batek .
Lady | d'olive d'arachide . tournesol Tainoug
soja Batu (84]
[80]

Quantité

d'acides gras 19,00 18,68 13,81 16,90 15,65 10,30 19,40 29,10
saturés (g/100g)

Quantité
dacides gras 75,79 76,66 = 72,96 46,20 22,78 19,50 77,30 67,56
monoinsatureés

(g/100g)

Quantité
d'acides gras 3,91 407 10,52 32,00 57,74 65,70 3,20 3,34
polyinsaturés

(g/100g)
Indice d'iode 125-

60,52 61,01 80-88 84-102 125-144 66,00 64,10
(/100g) ’ ’ 138 ’ ’

Le pouvoir calorifique (PC) (Tableau 21) est la quantité de chaleur dégagée par la combustion
d’une matiere en présence de dioxygene. Les huiles sont des matiéres combustibles donc on
peut déterminer leur PC. Ainsi, on a déterminé celui de notre huile de papaye que 1’on a
référencée dans le tableau 20 avec celui de I’huile de colza et du gasoil. Les huiles de papaye
des deux variétés qui ont des PC de 37,313 kJ/g et 38,041 klJ/g peuvent €tre utilisées dans la
filiere énergie comparativement aux corps gras utilisés dans cette industrie. Les acides gras de
I’huile de papaya peuvent é&tre transformés en méthyl esters pour étre utilisés comme

biocarburant [83].

I1.2.2 Analyse IR de I'huile extraite de la variété Red
Lady

Les huiles peuvent subir plusieurs processus de dégradation tels que 1’hydrolyse,
I’oxydation, le rancissement ... Notamment, lors de [’extraction, I’huile peut subir une
hydrolyse qui augmente la présence d’acides gras libres dans le milieu. L’analyse par
spectroscopie infra-rouge de 1’huile permet de contrdler la qualité de la matiére.

Le spectre FTIR de I’huile de papaya de la variété 2 (Figure 86) est enregistré pour la
détermination qualitative de certaines bandes caractéristiques. La bande de faible intensité
pointée a 3010 cm™!, est attribuée aux vibrations d’élongation des protons éthyléniques H—
C=C. On observe des bandes d’absorption dans la région 2950-2850 cm™ représentant les

¢longations asymétriques et symétriques des liaisons C—H des groupements —CH3 (—CO—
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O—CHj3). Les bandes qui sont pointées entre 1465 et 1430 cm™' indiquent les vibrations
d’élongation des C—H des chaines aliphatiques. La bande moyenne a 1158 cm™! est attribuée
a la vibration d’élongation de l'ester —.C—O. La bande trés intense a 1744 cm’' est
caractéristique de la liaison —C=0 du groupement ester alors que la bande d'absorption de trés
faible intensité a 1650 cm™! est attribuée a la double liaison des oléfines —C=C—. L’absence
de bandes caractéristiques de groupements acides (—COOH) montre le degré de pureté de
I’huile. En effet cette observation est conforme a la faible valeur d’indice d’acidité (1,33 = 0,07

mg KOH/g de corps gras) de I’huile étudiée.
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Figure 86 : Spectre IR de I'huile de la variété 2

I1.2.3 Détermination du contenu total en polyphénols et

flavonoides

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides obtenues pour I’huile de la variété Red Lady
ont montré des tendances différentes par rapport aux autres parties de la plante. En effet la
teneur en polyphénols (CTP) est de 0,299 + 0,043 mg/g alors que la teneur en flavonoides est
de 5,44 + 0,25 mg/g (CTF). La valeur de CTP est tres faible par rapport a celles des jeunes
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feuilles (55,24 + 3,14 mg/g), et des graines (9,61 + 3,81 mg/g) de la variété V2 tandis que le
CTF est plus élevé que ceux obtenus pour les jeunes feuilles (1,390 + 0,014 mg/g) et les graines
(0,36 = 0,013 mg/g). Cette valeur de CTF est effectivement plus élevée dans 1’huile que dans
la graine totale a cause de la forte solubilité des flavonoides dans les solvants organiques utilisés
pour I’extraction de ces métabolites a partir des huiles alors que nous avions utilisé 1’eau pour

I’extraction des GRD.

I1.2.4 Activité antioxydante de 1'huile de papaye

Les insaturations dans la structure moléculaire des corps gras peuvent générer des radicaux
libres par la perte d'atome. Ces radicaux accélerent le mécanisme d’oxydation des huiles.
L’¢limination de ces radicaux libres est donc une priorité pour empécher I'oxydation des lipides.
Dans ces corps gras il existe des molécules capables de lutter contre ce phénomene d’oxydation.
Il existe plusieurs méthodes pour mesurer la capacité antioxydante de ces corps notamment la
méthode utilisant le DPPH. La solution méthanolique de DPPH étant stable jusqu’a 180 mn a
la température du laboratoire (23 °C), I’¢étude a ét€¢ menée sur 150 mn. Le piégeage des radicaux

de DPPH est évalué en calculant la quantit¢ de [DPPH'], restante toutes les 5 mn en tenant

compte de la concentration de [DPPH ] de départ. La courbe de I’équation suivante est tracée

% [DPPH g = —oorile.

= X 100. ([DPPH ], désigne la concentration au temps t de la mesure)
[DPPH¢=o t

(Figure 87).
L’huile de la variété V2 étudiée est plutdot pauvre en antioxydant avec une capacité
antioxydante d’une valeur de 122,25 +£ 9 mg/100 g d’huile. L'intervalle de temps nécessaire

pour terminer la réaction dépend fortement de 1'échantillon. La figure 87 montre 1'évolution de

la réduction de DPPH" par I’huile de papaya. Immédiatement aprés le mélange de 1’échantillon

et la solution de DPPH', une réduction de 18% de la concentration en DPPH" de départ est

observée. La cinétique antiradicalaire est trés rapide et le point de stabilisation est atteint au
bout de cinq minutes. Par la suite, la décroissance est tres lente et continue jusqu’a 150 mn sans

atteindre 25% de la concentration de départ.
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Figure 87 : Cinétique réactionnelle de I'huile de Carica papaya par le radical DPPH<

I1.2.5 Composition en acides gras

Le tableau 24 présente la composition en acides gras de 1'huile des graines de papaye de deux
variétés. Les résultats montrent que le principal acide gras des huiles extraites est 1’acide oléique
(75,79—76,55 %). 1l est suivi de I’acide palmitique (13,31—14,09 %), stéarique (4,45—4,50
%) et linoléique (2,96—3,12 %). Ces résultats sont comparables a ceux qui sont obtenus pour
une variété cultivée a Hong Kong : acide oléique (73,5 %), acide palmitique (15,8 %), stéarique
(5,1 %) et linoléique (5 %) [85]. Ces huiles contiennent également des traces d’acides laurique,
myristique, margarique, arachidique, béhénique, lignocérique, heptadécénoique, gadoléique,
érucique, nervonique, palmitoléique, a-linoléique et y-linoléique. Plusieurs auteurs [50], [53]
ont rapporté des compositions en acides gras de I'huile de papaya qui sont semblables a nos
résultats avec des teneurs variables. Selon la zone de production il peut exister des différences
significatives. Lee [84] a rapporté la quantité d’acides gras pour une variété cultivée en Taiwan :
saturés (29,1 %), mono insaturés (67,56 %) et polyinsaturés (3,34 %). Ces valeurs sont
différentes de celles que nous avons dans cette étude pour des variétés cultivées au Sénégal :
saturés (18,68—19,00 %), mono insaturés (75,79—76,66 %) et polyinsaturés (3,2—3,34 %).

La plus faible teneur en acide linoléique (0,47—0,48 %) dans les huiles de nos graines de
papaye indique une plus grande stabilité a I'oxydation que certaines huiles précieuses telles que
'huile d'olive (4,5-6,9 %) [86] ou I’huile d’arachide (25-40 %) [87]. L'huile extraite des graines
de papaye est comparable aux huiles végétales fortement riches en acides gras C18 insaturés.
La teneur ¢élevée en acide oléique des huiles que nous avons extraites des graines de Carica
papaya de I’ ordre de (= 76 %) est comparable a celle des huiles végétales riches en acide oléique

telles que I’huile de tournesol (= 80 %) [88] et I’huile d’olive (= 75,5 %) [89]. Cette observation
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est intéressante car ces huiles sont considérées comme les meilleures huiles consommées dans
I’alimentation et qui ont la capacité de réduire le risque de maladie cardio-vasculaire [90]. De
plus, les huiles riches en acide oléique ont une bonne stabilité qui les qualifie pour des
applications exigeantes. Sur la base de ces constats, I'huile de graine de papaye, qui est riche en
acide oléique, peut donc étre considérée comme une alternative saine a de nombreuses autres
huiles végétales comme I’huile de palme largement consommée au Sénégal et qui est plus riche

en acides gras saturés (46,6 %) qu’en acides gras insaturés (43,6 %) [91].

Figure 88 : Chromatogramme de I’huile de Carica papaya V1
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Figure 89 : Chromatogramme de ’huile de Carica papaya V2
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Tableau 24 : Composition en acides gras des huiles de papava des variétés 1 et 2.

Nomenclature normalisée

Nom usuel

Ordinaire

Red lady

Composition en acides gras (%)

Acides gras saturés

C12:0 Acide laurique 0,07 0,08
C14:0 Acide myristique 0,21 0,18
Cl16:0 Acide palmitique 14,09 13,31
C17:0 Acide margarique 0,18 0,15
C20:0 Acide Arachidique 0,045 0,048
C22:0 Acide Béhénique 0,035 0,036
C24:0 Acide Lignocérique 0,05 0,07
Acides gras mono-insaturés
Cle:1 Acide palmitoléique 0,56 0,46
Cl17:1 Acide ginkgolique 0,16 0,16
C18:1(9) . .
[C18:1 ©-9] Acide oléique 75,79 76,45
C20:1(9) . .
[C20:1 o—11] Acide gadoléique 0,34 0,34
C22:1(13) Acide érucique 0,038 0,04
[C22:1 ©9]
C24:1(15) Acide nervonique 0,07 0,05
[C24:1 ©—9]
Acides gras poly-insaturés
C18:2(9,12) Acide linoléique 2,96 3,12
[C18:2 0—6]
C18:3(9,12,15) Acide 0.47 0.48
[C18:3 ©-3] a-linolénique ’ ’
C18:3(6,9,12) Acide y-linolénique 0,48 0,47
[C18:3 0—6]
Total Acides gras saturés (%) 19,13 18,37
Total Acides gras mono insaturés (%) 76,96 77,5
Total Acides gras polyinsaturés (%) 3,91 4,07
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I1.2.6 Résultats dela calorimétrie différentielle de

I’huile de Carica papaya L.

Les triglycérides qui sont des triesters avec différentes chaines grasses sont principalement
responsables des transitions polymorphiques a différentes températures. En effet la température
de fusion dépend de plusieurs paramétres tels que le degré d’insaturations, la longueur de la
chaine etc. L’huile de la variété V1 de Carica papaya est analysée dans la gamme de
température (-80 a + 40 °C) a raison de 5°C/min. La cristallisation de I’huile étudiée donne
deux pics. Un premier pic peu profond P2’ (4,4°C) qui indique la cristallisation des triglycérides
avec des acides gras saturés et un pic tres profond P1° (-33,1 °C) qui concerne les triglycérides
avec des acides gras insaturés (Figures 90 et 91). Ceci est en accord avec le profil d’acides gras
de ’huile qui contient plus de 76% d’acides gras insaturés. Comparés aux données obtenues
par Puangsri et al. [80] nous constatons que nos résultats sont légerement différents de ceux
rapportés pour d’autres variétés de papaya et d’autres méthodes d’extraction. Ces observations
indiquent que la qualité de I’huile de Carica papaya peut étre influencée par la zone de culture
et les méthodes d’extraction [82]. Le thermogramme de fusion de la figure 90 représente six
pics endothermiques. Un trés petit pic (P6) a -32,133 °C ; un petit pic (P1) a -8,900 °C ; un pic
profond (P2) a -3,467 °C suivi d’un épaulement (P3) a +1,233 °C et un pic profond (P4) a
+7,833 °C suivi d’un petit pic (P5) a +16,833 °C. Ces pics correspondent a la fusion progressive
des différentes formes polymorphiques. Les pics (P1), (P2), (P3), (P4) et (P6), sont
endothermiques et montrent une grande perturbation de la matiére. A partir de la température
de +16,833 °C (P5), le milieu devient totalement limpide indiquant une fusion totale de tous les

cristaux de triglycérides.
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Figure 90 : Formes polymorphiques suivant la température.

L’huile de Carica papaya de la variété V2 comporte cinq formes polymorphiques dont la
plus stable notée est en tres faible quantité avec la température de fusion la plus élevée (+16,833
°C). La forme polymorphique possédant le point de fusion le plus bas (-8,900 °C) est en tres
faible quantit¢ et est la moins stable. Les propriétés globales de 1’huile dépendent de la
composition en formes polymorphiques.

L’analyse de la composition en acides gras montre que 1’huile de Carica papaya L. de
la variété V2 est composée a plus de 76 % en acides gras insaturés qui ont tendance a étre
liquides contrairement aux acides gras saturés qui sont solides aux températures proches de
I’ambiante. Ceci est conforme aux observations faites dans 1’analyse DSC qui donne une

température de fusion assez basse.

125



Figure 91 : Thermogramme du comportement de I’huile de la variété I de Carica

Papaya
I1.2.7 Composition en stérols

Les stérols des plantes qui sont également appelés phytostérols, sont des alcools stéroidiens
qui appartiennent a la famille des terpénes. Leurs structures chimiques sont trés proches de celle
du cholestérol qui est un assemblage tétracyclique cyclopentaphénanthrénique (A, B, C, D)
comprenant un groupement hydroxyle en position 3 du cycle A et une chaine latérale. On les
trouve dans les plantes oléagineuses, dans les huiles végétales et dans beaucoup de formulations
industrielles.

Ces molécules ont un effet certain sur la santé. Elles permettent de contrdler la souplesse des
membranes cellulaires et elles sont impliquées dans la régulation des hormones. Elles ont
également un pouvoir d’action pour baisser la cholestérolémie grace a leurs propriétés
amphiphiles. Leur pouvoir émulsifiant et pénétrant en font de bons candidats pour les
formulations en cosmétiques.

Dans cette huile on trouve quatre composés : A’>-avénastérol, p-sitostérol, stigmastérol et du
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campestérol. Les teneurs en phytostérols répertoriées dans le tableau 25, sont exprimées en mg
par 100 g d’huile. Les huiles de Carica papaya L. sont plus riches en B-sitostérol (79,70-80,10
%) devant le A’>-Avénastérol (13-14 %) suivi du campestérol (2,75-2,85 %) et du stigmastérol
(0,7-0,8 %). Le B-Sitostérol qui est le composé¢ majoritaire est connu pour ses effets tres
bénéfiques sur la santé.

Quand on compare ces teneurs en phytostérols a celles obtenues pour d’autres huiles
végétales on constate que les huiles de Carica papaya L. sont plus riches en B-Sitostérol que
I’huile de soja (53 %) [92], I"huile de tournesol (60 %) [93], 1'huile d’arachide (64 %) [94] et

I’huile de cassis canadien (72 %) [95]. La teneur en B-Sitostérol de nos huiles est comparable a

celle de I’huile d’olive (85,9 %) [96].

Tableau 25 : Teneurs des différents phytostérols exprimées en mg.100 ¢! d’huile.

Stérols Variété 1 Variété 2 Référence méthode
Campestérol 2,79 % 2,83 % NF EN ISO 12228-1
Stigmastérol 0,75 % 0,72 % NF EN ISO 12228-1
B-Sitostérol 79,7 % 80,06% NF EN ISO 12228-1
A*Avénastérol 13,4 % 13,7 % NF EN ISO 12228-1
Teneur en Stérol (mg/100g) 194,5 193,8 NF EN ISO 12228-1
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Campestérol Stigmastérol

B-Sitostérol ASAvénastérol

Figure 92 : Structures des stérols rencontrés dans I’huile de papaye

I1.3 Protéines de réserve des graines de papayer

Les protéines végétales contribuent pour une grande part dans I’apport alimentaire en
protéines des populations. Cet apport est principalement assuré par trois céréales qui sont le riz,
le bl¢ et le mais selon la FAO [97]. D’autres céréales tels que le mil et le sorgho sont également
trés utilisés en Afrique. Dans certaines régions en voie de développement on note une
malnutrition protéino-énergétique connue également sous le nom de protéino-calorique [98]. Il
est donc important de chercher des alternatives en essayant de valoriser les déchets de certaines
filiéres agricoles.

Les graines de papaya constituent un sous-produit peu exploité et sont considérées comme
des déchets. Elles sont riches en huile. En effet ’huile contenue dans les graines étudiées
précédemment a montré des qualités nutritives trés importantes et un bon potentiel énergétique.
Elle peut étre intégrée aussi bien dans la filiere alimentaire que dans la filiere biodiesel. Il s’ agit
ici de trouver une possibilité¢ de valoriser le résidu de graine apres délipidation. Actuellement
les protéines de réserves constituent une part importante de 1’alimentation humaine. Le besoin
journalier est de I’ordre 0,8 4 0,85 g de protéines par kg de masse corporelle pour une personne,
dont les 30 a 50 % doivent étre d’origine animale [99]. Le complément doit étre apporté par les
protéines de réserves d’origine végétale. Cette portion est constituée d’un mélange de plusieurs

classes de protéines en fonction de leurs origines. Les légumineuses sont plus riches en
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albumines et en globulines et contiennent de 20 a 40 % de protéines totales par rapport a la
masse seche [100]. Ces protéines sont également plus riches en lysine qui est un acide aminé
essentiel. Les protéines des céréales qui n’en renferment que 10 a 15 % sont plutot constituées
de prolamines et de glutélines [101]. Les protéines des céréales contiennent plus d’acides
aminés soufrés. Au Sénégal la principale source de protéines végétales dans les zones urbaines
provient du riz qui est consommeé tous les jours par la trés grande majorité des ménages. Souvent
c’est la seule source de protéines végétales et il est consommé de la méme fagon. Dans les zones
rurales les sources végétales sont légerement plus diversifiées. Le mil et le sorgho qui y sont
majoritairement consommeés sont accompagnés du riz et les formes de préparations sont plus
variées sous formes de bouillies, de couscous, etc. L’arachide et le niébé contribuent ¢galement
a I’apport de protéines végétales dans les zones rurales principalement [102].

Afin de les intégrer dans la filiere alimentaire nous avons cherché a mesurer le contenu en

protéines des graines délipidées.

I1.3.1 Extraction et dosage des protéines

Les différentes classes de protéines sont extraites et dosées selon les méthodes décrites
précédemment. C'est le classement effectu¢ par Osborne [103] qui est basé¢ sur la différence de
solubilités des protéines en fonction du type utilisé. La méthode de Bradford [62] nous a permis
de doser les différents extraits obtenus a partir du processus séquentiel. Le tableau 26 rassemble
les résultats obtenus.

A partir du tableau 26 on note que les graines de Carica papaya L. délipidées contiennent
un peu moins de 16 % de protéines par rapport au poids sec. L’extraction séquentielle a montré
que les globulines constituent la classe majoritaire avec plus de 74 % des protéines totales. Les
albumines et les prolamines représentent 11,72 % et 8,88 % respectivement des protéines
totales. La classe que représente les glutélines est la plus pauvre et ne représente que 4,48 %
des protéines totales. Ces observations sont en accord avec les résultats obtenus pour des graines

de papaya déshuilées [104].
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Tableau 26 : Contenu en protéine (mg/g) de poudre de graines déshuilées

Quantité par

. % % Protéines
rapport a la

Milieux Classes de  Protéines Protéines  par rapport a
d'extraction protéines (mg) n;:fl:se totales la masse de
(mg/g) extraites la graine
Eau distillée Albumines 56,04 18,68 11,72 1,87
Tris-HC1
100mM, NaCl Globulines 358,37 119,46 74,92 11,95
0,5M pH 8,1
Ethanol 70%  Prolamines 42,49 14,16 8,88 1,42
Acideactique o) télines 21,41 7,14 4,48 0,71
0,2 N
Total 478,31 159,44 100 15,94

I1.3.2 Composition en acides aminés des deux classes

majoritaires de protéines

Compte tenu de I'importance des protéines dans l'alimentation, la composition en acides
aminés des fractions majoritaires que sont les globulines et les albumines a été déterminée.

Les acides aminés qui sont les composants de bases des protéines jouent un role fondamental
dans la vie. Ils remplissent de nombreuses fonctions dans la biosynthese, le métabolisme, la
physiologie... Il en existe plusieurs dans la nature mais généralement seuls 20 d’entre eux entre
dans la synthése des protéines. Il existe quelques exceptions dans la synthése des protéines dans
lesquelles quelques acides aminés dits protéinogeénes sont Iégerement modifiés.

La composition séquentielle en acides aminés des deux fractions majeures (globulines et
albumines) obtenues lors de 1’extraction des protéines a partir des graines de papaye délipidées

est présentée dans le tableau 27.
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Tableau 27 : Profils des acides aminés dans les différentes fractions extraites de la graine

Acide Aminé Albumines Globulines Total AA Recommandation
de I'OMS
Alanine 0,127 £ 0,002 0,246 + 0,004 0,373
Arginine 0,244 +£ 0,001 = 0,485 £+ 0,003 0,729
Asparagine 0,100+ 0,001 = 0,166 = 0,003 0,266
Aspartate 0,017 +£0,001 = 0,028 +0,002 0,045
Cystéine 0,030+ 0,001 = 0,350 £ 0,008 0,380 15t
Glutamate 0,037+ 0,002 0,099 £+ 0,002 0,136
Glutamine 0,052 +£0,001 | 0,104 +0,001 0,156
Glycine 0,356 £ 0,004 0,806 + 0,004 1,162
Histidine 0,105+ 0,005 0,151 £0,004 0,256 10T
Isoleucine* 0,093 £0,001 = 0,163 +£0,002 0,256 20"
Leucine* 0,281 +£ 0,002 = 0,490 + 0,004 0,771 39T
Lysine* 0,073 £0,001 0,285 £+ 0,004 0,358 307
Méthionine* 0,077 +£0,001 0,161 £0,004 0,238
Phénylalanine* 0,128 £ 0,006 0,323 + 0,004 0,451 25T
Proline 0,056 £ 0,005 0,029 + 0,001 0,085
Sérine 0,121 +£0,001 = 0,231 £0,006 0,352
Thréonine* 0,114+ 0,006 0,147 = 0,001 0,261
Tyrosine 0,074 £ 0,002 0,115 +0,002 0,189 157
Tryptophane* 0,077 0,001 0,130 £ 0,001 0,207 41
Valine* 0,069 0,002 0,113 £0,002 0,182 26"
Total AA 2,231 4,622 6,853
Total AAE 0,912 1,812 2,724
Total AANE 1,319 2,812 4,129
% AAE 40,88 39,20 39,75
% AANE 59,12 60,80 60,25

AA : Acide Aminé ; *AAE : Acide Aminé Essentiel ; AANE : Acide Animé Non Essentiel.

TWHO values are the minimum daily intakes recommended for adults by WHO, expressed as mg per
kg body weight

Les protéines de la fraction albumine comportent 20 acides aminés dont huit essentiels et
douze non essentiels. Les valeurs obtenues apres analyse sont relativement faibles par rapport
aux valeurs rapportées pour les protéines totales de la graine. Dans cette fraction la glycine est
I’acide aminé la plus présente avec 15,96 % de la totalité des acides aminés. Parmi les acides
aminés essentiels, la leucine est le plus abondant dans cette fraction et représente 12,60 % des
acides aminés totaux. Les acides aminés essentiels représentent 40,88 % alors que les acides
aminés non essentiels représentent 59,12%. Ces valeurs sont supérieures aux valeurs rapportées
pour la graine totale [105].

En faisant la comparaison avec les protéines de la fraction majoritaire, les globulines, on
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observe les mémes tendances. Ainsi, la glycine est toujours l'acide aminé majoritaire et elle
représente 17,44% des acides aminés comptabilisés. La leucine, elle-aussi est 1'acide aminé
essentiel le plus abondant parmi les essentiels dans une proportion de 10,60 %. Les acides
aminés essentiels représentent 39,20 % et les non essentiels 60,80 %.

Parmi les deux fractions, 'aspartate est le moins représenté avec 0,76% chez les albumines
et 0,61% parmi les globulines.

Si on compare les deux fractions, on constate que les globulines sont plus riches en acides
aminés avec 4,622 % alors que les albumines ne contiennent que 2,231 %. Toutefois, les acides
aminés essentiels sont bien plus abondants chez les albumines tandis que pour les globulines ce

sont les acides aminés non essentiels qui sont majoritaires en représentant un peu moins des %3

des acides aminés totaux.

I1.3.3 Analyse infrarouge

Deux techniques sont utilisées trés souvent pour classer les protéines selon les motifs de
structure secondaire. Il s’agit du dichroisme circulaire qui est plus sensible a la forme
hélicoidale et de la spectroscopie infra-rouge par transformé de Fourrier qui est plus sensible
aux feuillets B [106], [107]. La spectroscopie infrarouge FT-IR, largement utilisée dans les
¢tudes des structures secondaires des protéines, est choisie dans cette ¢tude pour tenter de
caractériser les différentes classes de protéines [108], [109]. Les spectres IR sont enregistrés de
4000 a 400 cm™! en utilisant la poudre de protéine.

La bande amide A qui se situe dans la région 3200 cm™ - 3300 cm! est associée a la vibration
N-H du groupement amide. Ce mode de vibration est trés sensible a la force des liaisons
hydrogéne.

Les liaisons hydrogenes, impliquant les groupes C=0 et N-H de la liaison peptidique et la
conformation de la molécule, influencent fortement la fréquence de la vibration de I'amide I.
La bande amide I qui représente la vibration de la liaison C=O couplée aux liaisons N—H et
C—N de la fonction amide est, par conséquent, sensible a la conformation de la protéine et
apparait a des endroits différents selon le type de repliement de la macromolécule. En effet les
protéines sont des macromolécules non symétriques pouvant se présenter sous forme de

feuillets, d’hélices, de tours et/ou de brins désordonnés.
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11.3.3.1 IR globulines

Le spectre de la fraction globuline (Figure 93) qui est la plus importante en proportion
montre une bande intense 4 1632,10 cm™! et une bande a 1542,38 cm™! (Figure 101). La premiére
bande est attribuée a la composante amide I qui est composée principalement de la vibration
C=0 de la liaison peptidique alors que la deuxiéme bande est typique de la composante amide
I1[110]. La bande amide I qui apparait dans la région [1630—1640 cm™'] est caractéristique des
structures en feuillets (brins) B [111]-[114]. Cette observation est conforme a la valeur de la
bande de Alactoglobuline [108]. La bande a 1542,38 cm™! est attribuée a la fréquence amide I1.
L’absence d’une bande dans la zone 1293-1328 cm™! attribuable a I’amide III et la présence de
la bande a 1233,6 cm™! confirment que la structure est sous forme de feuillets Bet non en hélice
a [115]. Par conséquent on peut noter que les relations protéine-protéine conduisent a des
structures qui absorbent a des fréquences IR typiques pour la structure secondaire en feuillets
Sasavoir 1632,10 cm™ (amide I) et 1233,6 cm™ (amide I1I). Le spectre infra rouge de la fraction
contenant les globulines montre que les protéines ont une structure en feuillets £.

De plus, la bande large a 3282,83 cm’! est associée a la présence des fonctions acides
associées a la protéine. Ceci est confirmé par la bande a 1080 cm™, qui est caractéristique de la
vibration du C—O pour les groupes phénoliques ou acides.
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Figure 93 : IR Globuline
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11.3.3.2 IR albumines

Le spectre infrarouge par transformée de Fourrier de la fraction (Figure 94) contenant les
albumines qui est le deuxiéme groupe de protéine le plus important dans les graines de Carica
papaya présente une bande intense a 1637,90 cm™!. Aucune bande n’est observée aux environs
de 1500 cm™! (Figure 102).

La bande large a 3280,6 cm™! est associée a la présence des fonctions acides alors que la
bande caractéristique de la vibration du C—O est pointée a 1108,3 cm™. Par conséquence on
peut dire que les albumines sont présentes sous forme de feuillets £.
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Figure 94 : IR Albumine

11.3.4 Etude des chromatographies
11.3.4.1 Chromatographie gel-filtration

La chromatographie gel filtration est une technique de séparation basée sur la taille des
molécules de protéines. Elle est généralement appliquée dans le fractionnement d'un échantillon
en gammes de tailles particuliéres, ou pour retirer le sel d’'un mélange de macromolécules. C’est
pour cette raison que la chromatographie gel filtration est utilisée pour séparer les peptides
contenus dans les fractions obtenues aprés une extraction séquentielle des protéines de la graine

déshuilée de Carica papaya L.
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La fraction contenant les albumines est soumise a la chromatographie gel filtration en
utilisant le SEPAHDEX G100. Comme le montre la figure 95 la fraction albumine donne trois
pics mal séparés. Les fractions A1, A2 et A3 sont regroupés du fait de leur mauvaise séparation
pour étre dosées afin de connaitre la proportion globale en protéines. Ceci permet de calculer
le rendement de la colonne. La chromatographie gel-filtration repose entiérement sur
I’exclusion par la taille. Les protéines dont la masse molaire est supérieure a la limite supérieure
du domaine de fractionnement sortent en premier, toutes les protéines dont le poids moléculaire
est compris a I’intérieur du domaine sortent les unes apres les autres selon leur taille.

Le chromatogramme des albumines (figure 95) montre une mauvaise séparation des
protéines. Du fait de cette mauvaise sé€paration, il est impossible de déterminer la masse de
protéines récupérée dans chaque fraction. Donc, on récupére le taux de récupération de la
colonne en fusionnant les trois pics. Le rendement de la séparation est de 28,46% ce qui

implique une mauvaise diffusion des protéines dans la matrice.

Tableau 28 : Résumé des résultats pour la Gel-filtration

Albumines Globulines

Fractions Al A2 A3 Gl G2
Masse récupérée (mg) — — — 3,41 0,59
Taux de récupération de la colonne 28,46 % 18,49 %

Le chromatogramme des globulines nous montre une bonne séparation des globulines par la
résine G100. On distingue deux pics. Le pic G1 qui rassemble les protéines de haut poids
moléculaires contient le plus de protéines (3,41 mg) bien qu’il ait une plus faible intensité que
le pic G2 qui contient bien moins de protéines. Cette différence d’intensité peut s’expliquer par
une plus grande présence d’acides aminés aromatiques dans le pic G2. Le taux de récupération

de la colonne est de 18,49 % et est bien plus faible que celui des albumines.
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Figure 95 : Chromatogrammes de suivi de I’élution des fractions protéiques sur

Sephadex G100

11.3.4.2 Chromatographie échangeuse d'ions

La chromatographie échangeuse d’ions permet de séparer les protéines d’un mélange en
fonction de leur charge. En fonction, de la résine utilisée on peut avoir deux types de séparation
possible. Dans notre travail, on a utilisé une résine DEAE-Sephadex qui est cationique. Le
DEAE, va retenir toutes les protéines chargées négativement.

Dans un premier temps, toutes les protéines non chargées et celles ayant une charge positive
sont ¢luées dans un tampon dépourvu de NaCl. En augmentant la force ionique par ajout de
NaCl, on décroche les protéines chargées plus ou moins négatives. Plus la force ionique est
forte, plus la protéine sera chargée négativement.

La figure 96 montre la séparation des albumines. En absence de NaCl nous avons un pic

136



intense suivi d’un épaulement. Ce pic représente les protéines chargées positivement ou neutres.
En ¢éluant avec une concentration en NaCl de 0,15 M, un pic intense apparait et contient toutes

les protéines ayant une charge négative peu intense.

Tableau 29 : Résumé des résultats pour la Chromatographie échangeuse d’ions

Albumines Globulines

Fractions Al’ A2 GI’ G2 G G4
Charge des protéines +/0 — +/0 -- el e
Masse récupérée (mg) 536 1,16 1,66 2,13 1,78 @ 0,43
Taux de récupération de la colonne 79,40 27,60

Le taux de récupération de la colonne est de 79,4 % ce qui veut dire que la quasi-totalité des

protéines contenues dans le mélange a été €luée.

137



7 1,2
A2
6 ﬂ 1
£ 5 —_
=
S 0,8 2
& =
| Al °
3 0,6 &
@ = -
o s 3 =
= = g
£ S 04 S
2 22 alle)
<
1 0,2
0 0
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131
Numéro de tubes
——|[NaCl] —— Absorbance
2 - - 1,2
]
18 G2
| 1
1,6 A
g 14 -
[ =
) o L [
2 § 1 0,6 E
."_E £084 GI' E
= 8 L 0.4 =3
S 2 06 4O
5 G3'
0.4 '
G4 £ 0,2
0,2
0 0

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101
Numéro de tubes

[NaCl] ——— Absorbance

Figure 96: Chromatogrammes de suivi de I’élution sur DEAE-Sephadex
Le chromatogramme des globulines (figure 96) montre quatre pics bien distincts ayant des
charges bien différentes. On remarque qu’il n’y aucun retour de la ligne de base ce qui explique

le mauvais taux de récupération de la colonne qui est de 27,60 %.
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I1.3.5 Analyse de I'électrophorese

Comme consigné dans le tableau 26, on observe que la quantité de protéine récupérée apres
extraction est de 159,44 mg/g de graines délipidées. Ce résultat est conforme a celui obtenu sur
des graines délipidées par Marfo et al. [104]. L’extraction des protéines par fractionnement et
le dosage par la méthode de Bradford [62] a permis de voir que les albumines solubles dans
I’eau représentent 11,72 %, les globulines solubles dans le tampon Tris-HCI en présence de
NaCl représentent la majorité des protéines avec 74,92 %. Les prolamines solubles dans
I’éthanol a 70 % et les glutines solubles dans 1’acide acétique 0,2 N représentent les fractions
minoritaires avec 8,88% et 4,48% respectivement. Compte tenu de la faible masse de protéine
recueillie nous avons concentré nos efforts sur les globulines qui constituent pres de 75 % des
protéines totales et les albumines qui contribuent pour 11,72 %.

L’¢électrophoreése SDS-PAGE (Figure 97) a permis de déterminer la masse moléculaire des
sous-unités composant les globulines. Six bandes sont mises en évidence. Cinq de ces six unités
ont des masses moléculaires non négligeables allant de 44 kDa a 112 kDa. Une des sous-unités
a un poids moléculaire plus faible de 13,26 kDa. Les bandes a 44,85 et 77,61 kDa ont des
intensités assez fortes tandis que toutes les autres bandes sont de tres faibles intensités. Marfo
et al. [104] ont trouvé des résultats qui confirment ce qui est observé dans cette étude pour les
fortes masses molaires. En effet pour des graines de papaya, les protéines extraites avec une
solution a 5 % en NaCl, qui donne les globulines, révele en électrophorése SDS-PAGE, cinq
bandes dont les masses sont entre 37,6 kDa et 106 kDa. La distribution des masses moléculaires
de ces protéines sont similaires a celle observée pour les protéines des graines de Moringa
oleifera, composée de polypeptides dont la majorité a une masse molaire dans une gamme de
masse moléculaire inférieure a 0,9 kDa et le reste a une masse entre 12 kDa et 66 kDa [116].
On observe la méme tendance avec les globulines obtenues avec des graines de pignon. En
effet, I’¢lectrophorese des globulines obtenues par extraction des graines de pignon donne des
masses molaires allant de 10 kDa a 150 kDa [117] avec des bandes de trés faibles intensités
pour les fortes masses molaires. Aussi bien pour les graines de moringa que pour les graines de
pignon on trouve la majorité des sous-unités dans la gamme de masse moléculaire de 0,9 a 12
kDa contrairement aux globulines des graines de Carica papaya dont les bandes représentant

les masses a 44,85 kDa et 77,61 kDa sont les plus intenses.
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Figure 97 : Electrophorése des protéines. Alb : Albumines; Glb : Globulines

L’¢lectrophorese montre pour les albumines des bandes de faibles intensités dans la gamme
de masse allant de 11 a 45 kDa. On observe cinq sous-unités a 44,85 kDa ; 25,92 kDa ; 19,11
kDa ; 15,92 kDa et 12, 48 kDa. Comme observé souvent dans les graines, les albumines qui
sont des protéines hydrosolubles sont présentes a des taux plus bas par rapport aux globulines
et sont en général de faibles masses molaires. En effet pour les graines de Moringa oleifera
Baptista et al. [116] ont montré que les albumines sont moins présentes que les globulines et
que les sous-unités des albumines se répartissent comme suit : 61,58 % des protéines ont une
masse inférieure a 0,9 kDa ; 29,46 % ont une masse entre 12,4 et 0,9 kDa ; 7,07 % ont une
masse dans I’intervalle 29-66 kDa et seuls 1,89 % des protéines ont une masse au-dessus de 66

kDa.

I1.3.6 Titrage acide/base

La figure 98 représente les graphiques de suivi de I'évolution du pH et de la conductivité des
protéines (albumines, globulines et glutélines).

La courbe de titrage pH-métrique des protéines (Figure 98) montre deux points d'inflexion
clairement définis qui indiquent les volumes équivalents. Le premier point correspond au
volume de HCI utilisé pour la neutralisation des ions OH™ libres alors que le deuxiéme point
donne le volume de HCI nécessaire pour neutraliser la totalit¢ des ions OH™ en solution. La
différence entre les volumes de titrant correspondant a ces deux points indique le volume de

HCI 0,08 N nécessaire pour neutraliser les groupements OH" liés a la protéine, ce qui permet de
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déterminer 1'équivalent des groupements acides présents dans la quantité de la protéine titrée.

Pour la courbe de titrage conductimétrique, trois régions sont clairement présentes. La
premicre région montre une décroissance lente de la conductivité en fonction du volume versé.
Dans cette zone, il se produit la neutralisation des ions OH" libres en exces par rapport a la
protéine selon une réaction trés simple (HCI + NaOH-> H>O + Na',CI"). Les ions chlorure
produits lors de cette réaction influencent trés peu la conductivité en raison de leur trés faible
mobilité.

La deuxieme région montre un léger changement de la pente de la courbe qui indique que ce
sont les ions OH" liés a la protéine qui sont neutralisés par HCI.

La troisiéme région montre une croissance nette de la conductivité de la solution. En

effet dans cette partie tous les ions OH™ a faible mobilité sont déja neutralisés et I’ajout de HCI

génére des ions H3O" qui ont une forte mobilité.
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Aux deux points de la courbe de conductivité ou se produisent les changements de pente on
releve les volumes équivalents Veqi et Veg2 qui correspondent respectivement aux volumes de
HClI nécessaires pour neutraliser les ions OH libres (Veq1) et la totalité des groupes OH™ présents
au départ (Veq2). Comme pour le dosage pH-métrique la différence entre Veqi-Veq2 fournit le
volume de HCI qui permet de neutraliser les groupes OH™ liés aux molécules de protéine.

L’équation 9 est utilisée pour effectuer les calculs (Tableau 30).

Tableau 30 : Groupes acides/g de protéines et protéines/groupes acides

wn

[<P]

= ) , ,

;§ Parameétres Mprotéine NNaOH NHC] Veql Veqz A Al

2 (mg) (éq/L) (éqg/L) (mL) (mL)

(=™

.  pH(880ct . b . ‘

f 410) 9,10°  9,82° 0,002133° 468,75

g 0,027

£

=z Ad23et 9.12¢  9.85° 0,002163° 462,334
1,24)

- pH (9,10 et e £ g h

z 50) 9.11°  9,80" 0,001813% 543,71

E 0,030 008 0,08

(=]

5 Ad30et 9.15 9.857 0,001867¢ 53571
1,32)

g pH(10et52) 928 9,75 0,001880% 531,91'

3 0,020

=

S A(1,29¢t1,30) 930° 9,78 0,001800% 520,93'

A : Scm? eq’!

A : équivalent groupes acides / g de protéine

A-': g de protéine / équivalent de groupes acides

11.3.7 Etude des spectres UV en fonction du pH

Les différentes catégories de protéines isolées en fonction de leur solvant spécifique sont
précipitées. Une étude complémentaire est réalisée en fonction du pH de la solution. Les
différents spectres électroniques (Figures 99-100) sont enregistrés pour pouvoir observer de
possibles changements conformationnels en fonction du pH. En effet, 1'utilisation de ces
protéines purifiées dépendent de leur stabilité structurale.

Comme le montre la figure 99, les albumines qui sont solubles dans 1’eau présentent des
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spectres dont la longueur d’onde maximale est autour de 192 nm entre un pH = 5,9 et un pH =
9,6. Cette longueur d’onde d’absorption attribuée a une transition © — 7* est caractéristique
des liaisons peptidiques. Au-dela du pH = 10 un effet bathochromique est observé et
I’absorption maximale est déplacée de 192 nm & Amax =215 nm pour un pH = 12,2. On observe
¢galement un effet hyperchrome pour toute la gamme de pH étudi¢e. Ce comportement est
mieux percu en examinant le graphe représentant les longueurs d’ondes maximales en fonction
du pH. En effet il apparait clairement sur la figure 100 que le changement est spectaculaire a
partir d’un pH supérieur a 10. Le déplacement de la longueur d’onde Amax passant de 190 nm a
215 nm.
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Figure 99 : Spectres UV des protéines selon le pH
Le méme comportement est observé en examinant les figures 99 et 100, qui représentent les
enregistrements des spectres UV = f(pH) pour les globulines qui sont recueillies a partir de la
fraction TRIS-HCI et les glutélines isolées a partir de la fraction acide acétique. Aussi bien

I’effet hyperchromique que I’effet bathochromique observés pour les albumines sont observés
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pour les globulines et les glutélines.

Une protéine extraite de la graine de Moringa oleifera, pour laquelle une structure en hélice
a a été proposée grace aux données de I’infrarouge (FT-IR) et du dichroisme circulaire [118],
a eu le méme comportement en milieu aqueux. Ces protéines ne montrent aucun changement
de comportement avant d’avoir atteint un pH de 10. Pour des valeurs de pH supérieures a 10,
les auteurs ont conclu a un changement dans la structure secondaire en raison des maxima de
longueur d’onde d’absorption.

Les changements observés pour toutes ces protéines précipitées (figures 99-100) sont
généralement attribués aux changements conformationnelles qui induisent une évolution de
structure des protéines. On passe d'une structure secondaire en feuillets 3 observée dans les
spectres FT-IR, vers des structures désordonnées, en passant par des structures laminaires. Ces
changements conformationnels peuvent se produire sous 1’effet de la température, de la force
ionique dans le milieu, du type de solvant, du pH... Plusieurs exemples sont reportés dans la
littérature [119]-[121].

Selon les observations obtenues a partir des spectres infrarouge et des spectres UV on peut
considérer que ces différentes catégories de protéines présentent une structure secondaire
dominante en feuillets B et que les effets bathochromes observés dans les spectres UV-visibles
associés aux transitions m—7m* peuvent étre attribués a l'apparition de transitions

conformationnelles qui modifient la structure en feuillets 3 des protéines.
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I1.4 Elimination des colorants

Les colorants synthétiques et naturels sont largement utilisés dans les fabriques chimiques,
pharmaceutiques, textiles et alimentaires et peuvent causer des dommages dramatiques a
'environnement [122]-[124] et produire des quantités considérables d'eaux usées [125], [126].
Les eaux usées polluées par des colorants organiques sont difficiles a purifier, en raison de la
bonne stabilité de ces molécules due a leurs structures aromatiques [127].

Le bleu de méthylene est un colorant cationique a caractere récalcitrant trés utilisé dans
I’industrie. Ce colorant est toxique et entraine plusieurs risques pour l'environnement et la santé.
Une anémie hémolytique, une hyberbilirubinémie et une insuffisance rénale aigué ont été
rapportées comme conséquence de I'exposition du nouveau-né au bleu de méthylene [128].

La fuchsine basique est un colorant cationique largement utilisé dans les industries du textile
et du cuir. L'exposition a la fuchsine basique peut causer des dommages considérables a la
santé, tels qu'irritation des voies respiratoires, des yeux et de la peau, nausées, vomissements et
diarrhée [129]. Des dommages a la thyroide, au foie et a la rate sont également rapportés [130],
[131]. L'¢limination de ces colorants des eaux usées est essentielle a la fois pour la santé et pour
I'environnement. Les technologies traditionnelles de traitement des eaux usées se sont révélées
inefficaces pour purifier les eaux usées polluées par certains types de colorants [132]. Plusieurs
méthodes ont été utilisées pour €liminer les colorants des eaux usées. La mise en ceuvre de
processus physico-chimiques et biologiques tels que la séparation [133], I'oxydation [134],
I'osmose, la photodégradation [135], la biodégradation microbienne [136]—[138] sont difficiles
et coliteuses. Certains de ces procédés ont un inconvénient principal en raison de la formation
de composés inconnus différents de la molécule de colorant d'origine [139], [140]. Ces
intermédiaires peuvent avoir une toxicité différente [141] et rester en solution apres le
traitement des eaux polluées. La méthode d'adsorption est la plus facile a mettre en ceuvre avec
un faible cofit par rapport aux autres processus utilisés dans 1'industrie. Un grand nombre
d'adsorbants tels que des nanoparticules, des argiles, des zéolithes, des sous-produits de la
cellulose, du charbon actif, des déchets agro-industriels, etc. sont appliqués pour éliminer les
colorants des eaux usées [142], [143]. Le processus d'adsorption est également la technologie
la plus efficace pour éliminer le colorant des eaux usées. Aucun intermédiaire issu de la
dégradation des molécules de colorant n'est apparu car les molécules de colorant ont été
directement transférées de la solution a la phase solide de l'adsorbant. De plus, les quantités
d'adsorbant utilisées sont assez faibles. A la fin du processus, le colorant chargé d'adsorbant

peut étre stocké en phase séche sans dommage pour l'environnement. La phase solide peut étre
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régénérée plus tard pour étre réutilisée dans le processus.

Dans ce contexte, nous avons propos¢ 1'utilisation du résidu des graines de Carica papaya
L. délipidées (GCPD), qui est un absorbant a trés faible cott pour éliminer les colorants (BM
et FC) des effluents industriels. Les mécanismes de biosorption de ces colorants sur la graine
dégraissée ont été¢ étudiés en déterminant I’influence de parameétres tels que le pH, la

concentration, le rapport colorant / adsorbant et le temps de contact.

I1.4.1 Caractérisation de 1'adsorbant

La surface de ’adsorbant peut étre caractérisée en utilisant des techniques telles que la
méthode de Boehm [63], la mesure du pH de charge nulle, par la spectroscopie infrarouge at
par la spectroscopie X. La méthode de Boehm donne des concentrations d'acides totaux,
carboxyliques, phénoliques et des sites lactoniques qui sont de 9,02 ; 3,71 ; 3,20 et 1,95 meq/g,
respectivement, et la concentration des sites basiques de 0,05 meg/g. Ainsi, la surface des
GCPD a un caractere acide car elle a une concentration de groupes acides, principalement de
type carboxylique et phénolique. Les groupes phénoliques font partie de la structure
moléculaire de la lignine et la cellulose.

Les spectres FT-IR (figure 101) des GCP, GCPD, GCPD chargé au BM et GCPD chargé a
la FB ont été enregistrés sur le spectrophotometre Perkin Elmer Two dans la plage de 4000 a
400 cm™. Dans le spectre des GCPD, la bande large pointée vers 3417 cm™ est caractéristique
de la vibration d'un groupe —OH [144] associé. Par comparaison, le spectre GCP montre deux
bandes attribuables au groupe —OH a 3664 cm™ et 3282 cm™. Le groupe -OH est présent dans
les fractions phénoliques et carboxyliques. La bande a 3664 cm™' peut également étre attribuée
aux molécules d’eau adsorbées a la surface du GCP solide. Pour les GCPD, les bandes de faible
intensité situées dans la plage allant de 3053 4 2816 cm™' sont dues aux modes d’élongation et
de flexion du —CH des groupes méthyléne et méthyle. Pour les GCP, des bandes intenses
apparaissent dans la région 2925-2853 cm™! en raison des —CH des squelettes présents dans les
lipides, la cellulose, I'hémicellulose et la lignine. Les GCP non délipidées présentent une bande
trés intense vers 1745 cm™! et une bande moyenne vers 1645 cm™. Ces deux bandes sont dues
a la présence des triesters avant le dégraissage des graines [145]. Ces bandes disparaissent du
spectre de GCPD obtenu apres dégraissage. Les bandes situées dans la plage allant de 1600 a
1400 cm™ sont attribuées a C=C dans les cycles aromatiques. Des vibrations multiples dues au
fragment C-O attribué au phénol sont indiquées dans la région 1285-1000 cm™. Ces multiples
vibrations indiquent la présence de différents types de phénols [146]. Tous les changements

d'intensité et de position dans les pics du spectre IR du GCPD chargé de colorant confirment
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que différents groupes fonctionnels présents dans le GCPD sont impliqués dans l'adsorption des

colorants. De plus, les spectres FT-IR de GCPD chargé¢ de colorant montrent des bandes
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Figure 101 : Spectres FT-IR de graines de Carica papaya non délipidées (GCPND) (a),
graines de Carica papaya délipidées (GCPD) (b) GCPD chargées de BM (c¢), GCPD
chargées de FB (d).

La cristallinité de la poudre de graine de papaya déshuilée a été¢ déterminée par diffraction
des rayons X en utilisant un diffractometre (Rigaku, D / Max-IIIA) fonctionnant a 40 kV et 50
mA. La portée et la vitesse de numérisation étaient de 5° a 70° et 15°/ min, respectivement, en
utilisant un rayonnement Ky Al. Le diagramme DRX (figure 102) de la poudre de graine de
papaya déshuilée a montré un spectre typique de matériau cellulosique. On observe un pic
principal a 26 de 19,4° et des pics secondaires a 20 de 10,2° ; 12,7° ; 25,4° ; 29,6° et 30°
respectivement. Le pic principal est considéré comme indiquant la présence de cellulose

cristalline trés organisée, tandis que les pics secondaires de faibles intensités indiquent une

151



structure polysaccharidique moins organisée. Ces faits sont conformes a 1’analyse par

spectroscopie FT-IR.
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Figure 102 : Diagramme DRX du GCPD

Les photographies de la poudre de graine de Carica papaya L. non délipidée et celle de la
poudre délipidée sont représentées dans la figure 103. Les images indiquent un léger
changement de la couleur apres 1’extraction de la partie grasse. Cela est dii a 1'€limination des
matieres lipidiques qui sont accompagnées de certaines molécules telles que les insaponifiables.
La morphologie de la surface de I’adsorbant GCPD a ét¢ étudiée par la microscopie €lectronique
a balayage. La structure de la surface du bio adsorbant (GCPD) est rugueuse et irréguliére
(figure 103). Ceci est considéré comme important pour l'accessibilité des ions aux sites actifs.
Cependant, en augmentant le grossissement (figure 103 c-d) il apparait clairement que le
matériau adsorbant est doté de pores. La présence de ces pores confirme la capacité¢ de

I’adsorbant a retenir les ions présents dans une solution aqueuse.
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(a) (b)

(© (d)
Figure 103 : Image de la microscopie électronique a balayage de GCPD a divers
grossissements.
Le spectre EDX a permis de déterminer la composition chimique de 1’adsorbant (figure 104).
Le spectre EDX a révélé la présence de carbone, azote, oxygene, magnésium, aluminium,
silicium, phosphore, soufre, chlore, potassium et calcium dans le bio-adsorbant. Ainsi, I'analyse

SEM/EDX confirme que le bio-adsorbant GCPD a la capacité d'éliminer les ions présents dans

une solution aqueuse [147].
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Cartographie de la composition en éléments chimiques

Figure 104 : Distribution des éléments chimiques
Le point zéro charge (pHrzc) de GCPD (figure 105) a été déterminé et vaut 6,40. C’est la
valeur du pH pour laquelle la surface de 1’adsorbant est nulle. Au-dela de ce point, la surface

est chargée négativement tandis qu’en-deca de ce point, elle est chargée positivement.
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Figure 105 : Détermination du point zéro charge de GCPD
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I1.4.2 Optimisation des paramétres d'extraction

Le contact temporel est le premier parametre étudi€ en raison de son rdle important dans
'équilibre de l'adsorption. Comme le montre la figure 106, a t = 10 min, une capacité
d’élimination élevée est observée : 94,62% pour le BM et 82,79% pour le FB. En augmentant
le temps de contact, la capacité d'extraction augmente trés lentement et se stabilise a 97,85%
pour le BM et a 93,60% pour le FB a t = 180 min. Dans la suite du travail, le temps de contact
est fixé¢ a t = 60 min. Le taux d'adsorption rapide des colorants est probablement di au grand
nombre de sites d'adsorption inoccupés a la surface de I'adsorbant. Le taux d'adsorption est
considérablement réduit aprés t = 10 min en raison du faible nombre de sites inoccupés restant
sur la surface de l'adsorbant et de la force de répulsion induite par les molécules de colorant

adsorbées [148].
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Figure 106 : Optimisation du temps pour I'élimination des colorants

Le second effet ¢tudié est l'influence de la dose d'adsorbant sur la capacité d'élimination
(figure 107). La masse d'adsorbant utilisée est comprise entre 0,1 et 1 g, la concentration initiale
du colorant est fixée a 50 mg/L et le temps de contact reste constant & 60 min. Le pH de la
solution est supérieur au pHpzc. La capacité d'élimination la plus élevée est observée a 0,4 g
avec une ¢limination de BM de 97,44% et a 0,3 g avec une ¢limination de FB de 96,70%. Il a
été observé que, pour les deux colorants, les capacités d'é¢limination dépendaient de la dose
d'adsorbant : 93,58 4 97,44% pour le BM et 95,7 4 96,7% pour le FB. Ce fait pourrait s’expliquer
par Iaugmentation de la surface spécifique de l'adsorbant, ce qui est compatible avec

I’augmentation du nombre de sites d’adsorption disponibles pour les molécules de colorant.

156



e 98 4

«

s

= —9
S 96 - -
=

=

=

g

S o4 -

£

E

E 92 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L}
<

0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Masse adsorbant (g)

——BM —e—FC

Figure 107 : Optimisation de la dose d’adsorbant pour 1I'élimination des colorants

Le troisieme parametre étudi€ est le pH (figure 108). L'influence du pH sur les capacités
d'élimination du colorant est importante en raison de son effet sur la surface de 1'adsorbant et
sur la protonation ou la déprotonation des molécules de colorant [149]. Lorsque le pH de la
solution est supérieur au pHpzc, le pH auquel la charge de la surface de 1'adsorbant est nulle, la
surface de l'adsorbant est chargée négativement et les molécules de colorant cationiques sont
facilement fixées par I'adsorbant. Au contraire, lorsque le pH de la solution est inférieur au
pHrzc, la surface de l'adsorbant est chargée positivement et les molécules de colorant
cationiques interagissent moins facilement avec 'adsorbant [150]. Les capacités d'élimination
de l'adsorbant pour les colorants sont plus faibles en milieu acide : 93,23% pour le BM et
88,34% pour FB lorsque le pH = 2,2. La faible capacité d’élimination en solution acide peut
s’expliquer par la compétition entre le colorant cationique et les ions H'. En fait, les ions H"
peuvent étre adsorbés sur la surface de 1'adsorbant, ce qui entraine une diminution du nombre
de sites actifs disponibles pour I'adsorption des molécules de colorant cationiques. Les capacités
d'élimination restent quasi constantes lorsque le pH augmente de 3 a 11 : 97,21 a 97,42% pour
le BM et 95,05 a 95,94% pour le FB. Le maximum est atteint pour un pH = 9 pour le BM et
pour un pH = 11 pour le FB (figure 108). Lorsque le pH augmente, le nombre d'ions H diminue
rapidement, la compétition avec les molécules de colorant disparait et le nombre de sites

d'adsorption disponibles pour les molécules de colorant augmente.
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Figure 108 : Optimisation du pH pour I'élimination des colorants

I1.4.3 Aspects cinétiques

Les études cinétiques de I’adsorption de BM et de FB sur du GCPD ont été réalisées a pH =
7, a une température de 25° C et a une concentration fixe d'adsorbant de 8 g/L. pour le BM et de
6 g/L pour le FB. Différentes concentrations initiales de colorant ont été utilisées (25 ppm a 100
ppm). Les concentrations aqueuses de colorants ont ¢t¢ mesurées de maniere similaire, en
fonction du temps de contact. La quantité de colorant adsorbée, q: (mg/g), par I’adsorbant au

temps t est calculée a I'aide de 1'équation suivante :

_ (Co=C)V
qe = =2, =00

ou C; (mg/L) est la concentration aqueuse de colorant au temps t, C, (mg/L) est la
concentration initiale de colorant, V est le volume (L) et mo (g) est le poids de I'adsorbant.

Quatre modeles cinétiques : pseudo-premier ordre [151], pseudo-deuxieme ordre [152],
mode¢le de diffusion intra-particule [153] et modéle Elovich [154] ont été examinés afin de
comprendre le mécanisme d'adsorption sur le GCPD. L’adéquation de chaque modéle a été
vérifié par la corrélation des parameétres de 1’équation de la régression linéaire sur les données
et les valeurs fournies expérimentalement. Tous les paramétres de chaque modéle sont présentés

dans le tableau 27.

11.4.3.1 Mod¢éle de pseudo-premier ordre

Le modele de pseudo-premier ordre, décrit par l'équation 11, permet d'estimer les
performances d'adsorption de l'adsorbant a partir de la solution aqueuse de l'adsorbat. Ce

modele suppose que le nombre de sites occupés par les molécules adsorbées est proportionnel
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au nombre de sites actifs libres.

In(q. — q.) = Inq. — kytan
ou ¢g. (mg/g) est la quantité de colorant adsorbée a 1'équilibre, q; (mg/g) est la quantité¢ de
colorant adsorbée au temps t et k; (mn™) est la constante de vitesse.
En tracant I'équation 11 (figures 109-110), les paramétres gecai, k1 et R? ont été calculés et
rapportés dans le tableau 31 pour les deux colorants. Les valeurs ge cal ne correspondent pas aux
valeurs expérimentales ge..y et les valeurs R? sont trés faibles. Ces faits indiquent que le modéle

de pseudo-premier ordre n'est pas applicable au processus d’adsorption de BM ou de FB.
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Tableau 31 : Parameétres cinétiques de I’adsorption de BM et FB sur GCPD.

Modele de pseudo-premier Modé¢le de pseudo-second Modele de fllffu§10n Modéle cinétiques d'Elovich
" ordre ordre intraparticulaire
= Co Geexp t 1 1 2 1 1
s ’ L — =L — k4t — = + —t = kit +1 =—=Ilnaf+-Int
£ | mgL)| mgg| Mm@ =tnae— kat) o=t o 9= fat Wpn R
S k k
&) 1 e cal 2 2 e cal 2 ) 2 . 2
(mn") | mg/g) R (g/mg/mn) | mg/g) R ki (mg/g/mn) I R p (g/mg)| a (mg/min)] R
25 3,06 | 0,0332 | 0,058 0,4401 1,9975 3,0619 | 0,9999 0,0117 2,9724 | 0,6535 | 35,5872 i’216045 0,7453
= 50 6,10 | 0,0302 | 0,032 0,4125 4,5586 | 6,0976 |1,0000 0,0087 6,034 | 0,6733 | 46,7290 ioll()ézz 0,8018
R 1,074
75 9,13 0,0276 | 0,117 0,8324 1,1850 | 9,1408 |1,0000 0,0243 8,9573 | 0,8139 | 17,3913 % 1067 0,8991
100 12,17 | 0,0895 | 0,283 0,9916 0,6987 12,2100 1,0000 0,0356 11,936 | 0,8999 | 11,9617 igl?)?él 0,9786
25 2,98 | 0,0401 | 0,0388 0,6955 20,4777 | 2,9797 |1,0000 0,0045 2,9498 | 0,4067 | 88,4955 i'()146112 0,504
" 50 6,01 0,0531 | 0,0554 0,263 1,6701 6,0241 | 1,0000 0,0168 5,8988 | 0,5833 | 24,0963 ioi?)lél 0,7026
=
75 9,01 0,1350 | 0,5324 0,9511 0,5446 | 9,0744 |1,0000 0,0582 8,6516 | 0,7744 | 7,0872 i’sl?)zé 0,9002
100 12,00 | 0,1363 | 1,2672 0,9704 0,2164 |12,15071,0000 0,1318 11,182 | 0,7986 | 3,1427 i’717014 0,9191
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Figure 109 : Mode¢le cinétique du pseudo-premier ordre pour BM
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Figure 110 : Modele cinétique du pseudo-premier ordre pour FB
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11.4.3.2 Modéle de pseudo-second ordre

Le modele est décrit par 1'équation 12 et suppose que le nombre de sites occupés est fonction
du carré du nombre de sites actifs libres sur 1'adsorbant.

t 1

t
= + =12
ar  k2q%:  qe

En tracant 1'équation 12 (figures 111-112), des lignes droites sont observées pour les
colorants BM et FB a différentes concentrations initiales de colorant (25 mg/L a 100 mg/ L).
Les paramétres geca, k2 et R? ont été calculés et indiqués dans le tableau 31 pour les deux
colorants. Les valeurs g.cu correspondent aux valeurs expérimentales g, et les valeurs R’
sont proches de l'unité. Ces faits indiquent que le modele de pseudo-second ordre décrit tres

bien le processus pour les colorants BM et FB.

20 A
18 -
16 -
14 -
12 A
1

[—]
1

t/q¢

S N A &N @
Il

-

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Temps (minutes)

¢25mg/. ¢50mg/LL A75mg/LL ©100 mg/L

Figure 111 : Modéle du pseudo-second ordre pour BM
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Figure 112 : Modé¢le du pseudo-second ordre pour FB

11.4.3.3 Modele de diffusion intraparticulaire
Le mode¢le de diffusion intra-particulaire est décrit par I'équation 13.
q, = kit? +1 13

Comme indiqué dans la littérature [155], le graphique de 1'équation 13 devrait étre linéaire
si la diffusion intra-particulaire est impliquée dans le mécanisme d'adsorption. De plus, la
diffusion intra-particule constitue 1'étape de controle de la vitesse si la ligne droite passe par
l'origine. Si la ligne droite ne croise pas l'origine, cela indique que la diffusion intra-particulaire
n'est pas la seule étape de controle de la vitesse d’adsorption. Les figures 113-114 montrent les
tracés de I'équation 13 pour les colorants BM et FB a différentes concentrations initiales de
colorants (25 mg/L a 100 mg/L). Toutes les courbes sont linéaires et ne passent pas par l'origine
et les coefficients de corrélation R’ sont faibles. Ces observations indiquent que la diffusion
intra-particulaire n’est pas la seule étape de controle de la vitesse et qu’elle fonctionne dans les

deux cas simultanément avec le modéle de pseudo-second ordre [156].
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Figure 113 : Mode¢le de diffusion intraparticulaire pour BM
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Figure 114 : Modé¢le de diffusion intraparticulaire pour FB
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11.4.3.4 Modele Elovich

Le modele cinétique nommé Elovich, illustré par I'équation mathématique 14, décrit la

chimisorption sur des surfaces hétérogenes.
1 1
q: = Eln(aﬁ) + Elnt (14)

ou g; est la quantité de colorant adsorbé (mg/g) au temps (t), a représente le taux de sorption
initial (mg g! min™') et est lié a la surface et a 1'énergie d'activation de la chimisorption (g/mg).
En tragant 1'équation 14 (figures 115-116), des lignes droites sont observées pour les deux
colorants pour les différentes concentrations initiales. Les parametres a, 3 et les coefficients de
corrélation R? sont calculés a partir des courbes linéaires et consignés dans le tableau 31. Tous
les coefficients de corrélation sont inférieurs a l'unité. Ce modele ne convient pas pour étudier

la sorption de BM et de FB sur le GCPD.

13 1
12 1 o— —0- —0 ———o—0—=o
11 -
10
9 4
4-8-
s )
61 & = i e
5 4
4 -
31 ¢ S— o— ————
2 T T T T T "
1,5 2 2,5 3 35 4 4,5
In (t)

¢25(mg/L) AS50(mg/L) X75(mg/L) ®100 (mg/L)

Figure 115 : Elovich pour BM
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Figure 116 : Elovich pour FB
Le processus de sorption de BM et de FB sur GCPD est complexe et implique plusieurs
mécanismes. Elle est mieux décrite par le modele de pseudo-second ordre, comme le montrent
les valeurs de paramétres présentées dans le tableau 31. La diffusion intra particulaire, qui n'est

pas I'étape qui contrdle la vitesse, intervient également dans le mécanisme de sorption.

I1.4.4 Isothermes

Pour comprendre comment les molécules adsorbées sont réparties entre la phase liquide et
la phase solide constituée de 1'adsorbant, les isothermes d'adsorption sont étudiées a I'équilibre.
Les données expérimentales sont analysées en les ajustant avec différents modeles. Pour trouver
le meilleur modéle a des fins de conception, des modé¢les d'isothermes nommés Langmuir,
Freundlich et Tempkin ont été utilisés dans cette étude [157].

Le modele de Langmuir suppose que l'adsorbant comporte des sites actifs homogenes
spécifiques. Ce modele suggere que lorsqu'un site est occupé, il ne peut plus y avoir d'adsorption
sur ce site. Tous les sites sont énergétiquement équivalents et il n'y a pas d'interactions entre les
molécules adsorbées sur les sites voisins. C'est une sorption monocouche sur des sites actifs

homogenes.
C. 1

C
+ =2as
de K1Qo Qo( )

(Qo (mg.g"): taux maximum d’adsorbat par unité de masse de l'adsorbant en vue de former
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une monocouche compléte sur la surface; K;, (L.mg™!): constante de I'isotherme d’adsorption de
Langmuir; C. : concentration a I’équilibre (mg/L); g. (mg/g): quantité adsorbée a 1'équilibre.
D'autre part, dans le modéle de Freundlich, on suppose que la surface de 'adsorbant est
hétérogene avec une distribution non uniforme de la chaleur d'adsorption sur la surface. Ce
modele suggere une sorption multicouche avec des sites non équivalents associ€s aux énergies

d'adsorption résultant de 1'interaction entre les especes adsorbées.
1
Inq, = InKyp + - InC, (16)

(Kr (mg g): constante de l'isotherme de Freundlich; n: une constante dépendant de la nature
et de la température dont la valeur encadrée selon 0,3 <n < 0,5 pour une bonne vérification du
modele; C. : concentration a 1’équilibre (mg/L), g : quantité adsorbée a I'équilibre (mg/g)).

Le modele Temkin est plus particulierement utilisé pour la détermination de la variation
d'énergie d'adsorption. L'isotherme Temkin suppose que la diminution de la chaleur de sorption
est linéaire. L'isotherme Temkin peut étre exprimé sous la forme linéaire suivante, comme dans

I'équation 7.
RT RT
qe = - InK; + ™ InC, a7
t t

(b; : constante de Temkin liée a la chaleur de sorption (J/mol), K7 : constante de I'isotherme
de Temkin (L/mg), R : constante des gaz parfaits (8,314 J/mol K), T : température (K), C. :
concentration a I’équilibre (mg/L), g. : quantité adsorbée a I'équilibre (mg/g)).

La figure 117 représente les différents isothermes linéarisés tels que Langmuir, Freundlich
et Temkin. Les paramétres estimés (Qo, K1, 1/n, Kr, b; et Kr) de 1'ensemble des isothermes sont
consignés dans le tableau 28. Les valeurs du coefficient de corrélation de R?, qui sont
importantes pour estimer la qualité de l'ajustement, figurent également dans le tableau 3.

Les données du tableau 32 montrent que le BM et le FB ne suivent pas le méme mod¢le. Le
modele de Langmuir était le moins adapté pour correspondre aux données expérimentales
d'équilibre d'adsorption pour les deux colorants. Le coefficient de corrélation R? est si bas, avec
des valeurs de 0,8373 pour BM et de 0,4130 pour FB.

Les données expérimentales de BM ont été ajustées par le modéle de Freundlich avec un trés
bon coefficient de corrélation de 0,9981. L'adsorption est un processus d'adsorption
multicouche sur des sites hétérogenes. Des interactions entre les molécules adsorbées se
produisent, entrainant différentes énergies de la réaction d'adsorption. La valeur de » de 1,206
indique un mécanisme d'adsorption multimoléculaire. La valeur Kr de 5,34 indique que

l'absorption de BM n'est pas tres facile comparée aux résultats obtenus avec BM lorsque le tissu
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de la tige de mais est utilis¢ comme adsorbant. Dans ce cas, les K varient dans la plage 10-320

en fonction du pH de la solution [158].

Tableau 32 : Isothermes d’adsorption de BM et FB sur GCPD.

Langmuir Freundlich Tempkin
n
E RT RT
g Ce_ L 4 C _ 1 -2 =
E g KiQo Qo Inq, = InKp + n InC, Qe = b, Inky + b, InC,
=
© [0 (mglg) [ K. Wimg) | R n Kr R? b: (J/mol) | Kr (L/mole) R?
E 42,372 0,145 0,8373 | 1,206 | 5,34 | 0,9981 469,97 3,1917 0,9426
= -14,92 -0,123 0,4130 | 0,735 | 2,0739 | 0,9546 352,7 1,3215 0,9912

Pour FB, le modéle Temkin s’est avéré étre le meilleur modele pour I’ajustement des
données expérimentales, montrant une trés bonne valeur du coefficient de corrélation de 0,9912
malgré la valeur faible de b, qui est de 0,352 KJ mol™'. En effet il est connu que la valeur de b

dans D’intervalle 8—16 KJ mol"! indique une excellente vérification du modéle de Temkin

[159].
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Figure 117 : Isothermes d’adsorption des colorants BM et FB
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I1.5 Elimination des métaux lourds

La sauvegarde de l'environnement est un sujet d’intérét majeur aussi bien pour les
scientifiques que pour le grand public. De plus en plus les pouvoirs publics et les organisations
de citoyens agissent pour juguler 'ampleur de la problématique de pollution de nos ressources
en sols et en eaux par les métaux lourds. Les substances répertoriées et qui sont les plus toxiques
tels que le plomb, le chrome, le zinc, le cuivre, le nickel, ’arsenic le cadmium, le mercure
I’argent et I’uranium sont de plus en plus présents dans les eaux et les sols a des teneurs €levées.
La dangerosité de ces €éléments est aggravée par leur rémanence indéfinie dans 1'environnement
en raison de leur nature. Le coft trés ¢levé pour I'¢limination de ces types de polluants dans les
sols et les eaux par des méthodes physico-chimiques classiques telles que la précipitation
chimique [160], la récupération par électrolyse [161], I'utilisation de résines échangeuses d'ions
[162], l'extraction par solvant [163] ou la filtration membranaire [164], poussent les industriels
qui sont les principaux pollueurs a ignorer le probleme. En effet ces méthodes sont
excessivement chéres et ne donnent que des rendements faibles pour des concentrations en
métal inférieures a 100 mg/L [165]. En plus ces méthodes générent des quantités importantes
de boues apres traitement. Dans les pays en développement, les petites installations industrielles
ne peuvent pas mettre en ceuvre ces procédés classiques de dépollution. Par conséquent, il est
urgent de développer des technologies alternatives d’¢limination ou de réduction des teneurs en
métaux lourds dans I’environnement avec des cofits plus faibles.

Les matériaux considérés comme déchets agricoles, urbain et/ou industriels qui n’ont aucun
colut financier peuvent é&tre utilisés dans la phytoremédiation ou bioremédiation. Ces
technologies sont prometteuses au regard des résultats enregistrés ces dernic¢res années [166],
[167]. La mobilité des métaux lourds dans les écosystémes aquatiques et leurs fortes toxicités
font de ces ions des polluants majeurs. Ils ne peuvent pas €tre détruits par les systémes
biologiques, mais peuvent étre oxydés ou réduits. Ces réactions redox peuvent changer la
solubilité de I’ion en question dans I’eau et le rendre plus ou moins biodisponible [168].

La phytoremédiation ou bioremédiation est une nouvelle technologie qui consiste en
I’utilisation des plantes vertes pour éliminer les polluants ou pour réduire leur effet négatif sur
'environnement [169], [170]. Cette technologie est largement utilisée a la fois pour éliminer
aussi bien les polluants organiques que les polluants inorganiques. La capacité des plantes a
accumuler les métaux lourds dépend de plusieurs paramétres tels que la différence des especes
végétales, les méthodes et les conditions de culture de ces végétaux. Plusieurs parties des

plantes peuvent étre utilisées selon les polluants : les feuilles selon leurs ages, les racines, les
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écorces etc. Le mais est une plante particulie¢rement adaptée pour accumuler le plomb
principalement dans ses racines mais également dans ses feuilles et son tronc [171]. Certaines
plantes sont également capables de rendre les polluants des sols inoffensifs en réduisant leur
biodisponibilité. En effet elles peuvent immobiliser certains métaux en les transformant en
composés minéraux dans les racines. Le plomb peut étre sous forme de chloro-phosphate
anhydre de plomb ou pyromorphite de formule Pbs(PO4)3Cl [172]. La plupart des sous-produits
agricoles sont largement disponibles et n'ont aucune valeur financiére et ils posent également
un probléme de stockage et d’élimination. Ces matériaux peuvent étre utilis€és pour la
dépollution ou la récupération des métaux lourds dans les flux industriels [173]. Apres
¢limination des polluants la biomasse peut étre facilement régénérée et recyclée [174], [175].
L’origine et le traitement de la biomasse influencent également la qualité de la dépollution et la
quantit¢ de polluants ¢liminée. La séquestration des métaux peut impliquer plusieurs
mécanismes complexes, comme 1’échange ionique, la complexation, 1’adsorption sur les
surfaces par des interactions physiques ou chimiques. Plusieurs mécanismes sont décrits pour
la biosorption [176], [177].

C’est dans ce contexte que nous essayons de valoriser les feuilles du papayer dans la filiere

de décontamination des eaux polluées par des métaux lourds.

I1.5.1 Optimisation des parametres de réduction des

métaux lourds en milieu aqueux

La figure 118 montre le pourcentage d’élimination du fer, du nickel, du cuivre et du zinc en
fonction du temps. La dépendance de I’adsorption du métal avec le temps est étudiée avec une
concentration initiale en métal de 10 mg/L et une masse fixe de 250 mg de feuilles de papayer
(FCP). Pour tous les ions on observe une augmentation rapide du taux d’¢limination qui atteint
le maximum au bout de 10 mn pour le fer et le zinc et 20 mn pour le nickel et le cuivre. Pour
le fer on a un taux d’¢élimination a 84 % au bout de 10 mn. Quand on prolonge le temps on
observe une décroissance du taux d’élimination jusqu’a 70 % vers 45 mn. Ce taux reste stable
jusqu’a 120 mn de contact. Pour le cuivre, le nickel et le zinc le maximum est de 16% au bout
de 10 minutes et reste stables jusqu’a 120 minutes. Pour le nickel et le cuivre, le taux maximum
est de 24% et 30% respectivement au bout de 20 minutes. Ces taux décroissent et atteignent au
bout de 120 minutes 12,5% et 26% respectivement pour le nickel et le cuivre. Il apparait ici que

les FCP sont plus efficaces pour 1’élimination du fer.
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Figure 118 : Effet du temps de contact sur la capacité d’adsorption de FCP

L’influence de la dose de FCP sur le taux d’élimination des métaux lourds dans les solutions
aqueuses a ¢té étudiée pour des masses allant de 0,1 a 1 g avec un pH = 7 et des solutions de
métaux de 10 mg/L de concentration. Le taux d’élimination des métaux est montré dans la
figure 119. En augmentant la dose de CFP de 2 a 20 g/L on note que pour le fer le taux
d’¢élimination augmente rapidement et atteint un maximum 68 % a une dose 6 g/L. Entre 6 g/
et 20 g/L on note un relargage du métal dans la solution et le taux d’élimination se stabilise a
54 % pour une dose de 20 g/L. La dose optimale pour éliminer le fer de la solution aqueuse est
6 g/L. Cependant, pour le nickel, le cuivre et le zinc le taux d’élimination atteint le maximum
a 10 g/L avec 45 % pour le nickel et le cuivre et 47 % pour le zinc. Pour ces métaux, la dose
optimale est de 10 g/L pour ces trois ¢léments. Au-dela de cette dose et jusqu’a 20 g/L on note
une lente décroissance du taux d’¢limination qui se stabilise a 42 % pour le nickel, 38 % pour
le cuivre et 44% pour le zinc.

Comme attendu, une forte dose d’adsorbant réduit la saturation des sites d’adsorption. Les
especes chimiques sont plus partagées en raison de I’augmentation de la surface d’adsorbant et
de la disponibilité¢ des sites d’adsorption. En effet, la concentration des ions d’adsorbat par
rapport & 1’adsorbant chute et le systeme atteint I’équilibre pour des valeurs de taux
d’élimination inférieures : les sites d’adsorption restent insaturés. En revanche, quand la dose
est faible les especes chimiques peuvent facilement accéder aux sites d’adsorption et s’y fixer
ce qui rend le taux d’élimination meilleur avec des sites d’adsorption saturées. Un

comportement similaire a ét¢ observé dans le cas de 1’élimination du nickel, du cuivre et du
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zinc par Moringa oleifera [174] et dans le cas de I’¢limination du cuivre et du plomb par le thé
noir [178].
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Figure 119 : Effet de la dose d’adsorbant sur la capacité d’élimination des ions
métalliques

La capacité d’adsorption est fortement liée a la concentration initiale du métal en solution.
Dans la figure 120, on note que pour le cuivre, la capacité d’adsorption atteint son maximum
pour une concentration de 2,5 ppm et diminue fortement quand on fait varier la concentration
initiale en métal de 2,5 ppm a 20 ppm. Pour le zinc et le nickel, 1'adsorption est maximale pour
10 ppm. Toutefois, on observe un phénomene de relargage entre 5 et 10 ppm pour le nickel et
entre 5 et 7,5 ppm pour le zinc. Le maximum d'adsorption pour le fer est atteint a 10 ppm. On
constate qu’a une faible concentration tous les ions atteindraient les sites d’adsorption
spécifiques, ce qui facilite 1I’élimination du polluant. Cependant, a forte dose, il se produit un
phénomeéne de saturation des sites spécifiques et les sites d’échanges se remplissent. Ces sites
d’échange qui sont énergétiquement moins favorables pour I’adsorption sont impliqués dans
1’¢élévation de la concentration en métal de la solution. Cette observation est rapportée plusieurs
fois dans des travaux de recherche [179], [180]. Pour le fer qui est le mieux éliminé par
I’adsorbant, on note que la capacité d’adsorption passe de 187,61 mg/g a 1668,8 mg/g quand
on fait passer la concentration initiale de 2,5 ppm a 20 ppm. Cela peut étre dii & une plus grande
disponibilité¢ des ions de fer dans la solution. En plus, selon Basha et al., [180] une forte
concentration en ions dans la solution entraine une force motrice pour vaincre les résistances

aux transferts de masse de la solution vers 1’adsorbant. La probabilité de collusion entre les ions
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en solution et I’adsorbant se trouve ainsi augmentée fortement. Pour les trois autres ions, on
note également une augmentation de la capacité d’adsorption de 55 mg/g a 103 mg/g pour le
nickel, de 121 mg/g a 469 mg/g pour le cuivre et de 103 mg/g a 352 mg/g pour le zinc.

70
60
50
40

30

% Elimination

20

10

0 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5
Concentration (ppm)

—@— Cuivre Zinc —@®—Nickel —@—Fer

Figure 120 : Effet de la concentration initiale des métaux sur la capacité d’adsorption de
FCP

La jacinthe d'eau est une plante endémique qui est utilisée en phytoremédiation pour éliminer
de nombreux métaux lourds comme le chrome, le cadmium, le plomb, mais également le zinc,
le cuivre, le fer et le nickel [181]. L'accumulation de ces métaux lourds se fait essentiellement
par les racines de la jacinthe d'eau sur des durées longues pouvant aller jusqu'a une quinzaine
de jours [182] pour de faible concentrations de chrome par exemple 0,5-2 ppm permettant la
croissance de la plante. Quand la concentration atteint 5 ppm, la jacinthe d'eau commence a
faner et n'adsorbe plus les métaux qu'a de trés faibles concentrations.

L'utilisation de notre méthode pour éliminer les métaux lourds est meilleure, car d'une part
on peut travailler a des concentrations plus élevées de métal sur une durée plus courte avec des
faibles doses d'adsorbant. L'adsorbant utilisé ne se retrouvera jamais dans le circuit alimentaire
d'autre part ; contrairement aux plantes utilisées en phytoremédiation qui elles peuvent s'y

retrouver.

I1.5.2 Cinétiques d'adsorption

Les études cinétiques de 1’adsorption des ions métalliques, de fer, de nickel, de cuivre et de
zinc sur du FCP ont été réalisées a pH = 7, a une température de 25° C et a une concentration

fixe d'adsorbant de 6 g/L pour le fer et de 10 g/L pour le nickel, le cuivre et le zinc. Différentes

174



concentrations initiales de métal ont été utilisées (2,5 ppm a 20 ppm). Les concentrations
aqueuses de métal ont été mesurées de manicre similaire, en fonction du temps de contact. La
quantité de q; (mg/g) adsorbée par 1’adsorbant au temps t est calculée a 1'aide de 1'équation 10.

Comme dans le cas des colorants, quatre modéles cinétiques : pseudo-premier ordre, pseudo-
second ordre, modele de diffusion intra-particule, et modéle Elovich (tableau 33) ont été
examinés afin de comprendre le mécanisme d'adsorption sur les FCP. L’adéquation de chaque
modele a été vérifiée par la corrélation des paramétres de 1’équation de la régression linéaire
sur les données et les valeurs fournies expérimentalement. Tous les parametres de chaque
modele sont présentés dans le tableau 29.

Afin d'étudier la cinétique d'adsorption des ions Fe?*, Ni**, Cu®** et Zn** sur le FCP, quatre
modeles cinétiques différents sont utilisés pour corréler les données obtenues a partir des
expériences d'élimination de ces ions. Il s’agit des modeles du pseudo-premier ordre, du
pseudo-second ordre, de la diffusion intra-particulaire et du modele d’Elovich. Le tableau 33
rassemble les parametres obtenus a partir des résultats des études des cinétiques d’adsorption.
Quand on utilise I’équation du modéle du pseudo-premier ordre, les résultats de ge . obtenus
pour tous les ions étudiés divergent des valeurs expérimentales de ge.x, de fagcon significative.
En plus de cela tous les coefficients de corrélation sont trés inférieurs a I’unité (tableau 33). Ces
observations indiquent clairement que le mode¢le du pseudo-premier ordre ne décrit aucune des
cinétiques d’adsorption du fer, du nickel, du cuivre ou du zinc. Quand on utilise I’équation du
mode¢le du pseudo-second ordre, on observe une bonne corrélation des données par ce modéle.
Pour tous les ions étudiés et pour toutes les concentrations initiales en métal, les coefficients de
corrélation sont trés proches de I’unité quand on utilise 1’équation cinétique du modéle de
pseudo-second ordre (Figure 121). Les valeurs de g« calculées concordent également avec
les données expérimentales dans le cas de la cinétique de pseudo-second ordre avec de faibles
¢écarts (Figure 121, Tableau 33). Ces observations indiquent que les données d'adsorption sont
bien représentées par une cinétique de pseudo-second ordre dans le cas des ions de fer, de
nickel, du cuivre et de zinc. On observe également que la valeur de la constante de vitesse
d’adsorption k> diminue avec l'augmentation de la concentration initiale en métal. Ce
comportement peut étre attribué a la faible compétition pour les sites d’adsorption en surface a
une concentration plus faible. Pour les fortes concentrations en cuivre, la forte compétition des
sites actifs en surface et la répulsion entre les ions adsorbés et les ions en solution donnent des
vitesses d’adsorption faibles. Des comportements similaires ont été observés dans 1’adsorption
de certains métaux de transition sur d’autres matériaux adsorbants issus de la biomasse [177],

[179], [183]. Les autres modeles cinétiques donnent des valeurs tres faibles pour le coefficient
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de corrélation et ne peuvent pas décrire le mode d’adsorption du fer et cuivre. En effet quand
on observe les données consignées dans le tableau 31, il apparait que les coefficients de
corrélation issus du modele de pseudo-premier ordre sont tres faibles et inférieurs a 0,80 et que
les valeurs de geca calculées sont différentes de ge.exp avec des écarts trés grands. Cela indique
que 1’adsorption de ces ions ne suit pas la cinétique de pseudo-premier ordre (figure 130,
Tableau 33). Les coefficients de corrélation dans le cas du modéle de diffusion intra particulaire
(Figure 121) et du mod¢le d’Elovich (figure 121) sont également trés loin de 1’unité. En effet
on observe sur la figure 121 que pour tous les métaux, la relation entre la quantité adsorbée et
la racine carrée du temps n’est pas linéaire, suggérant ainsi que la diffusion intra-particulaire
n’est pas la cinétique qui gouverne 1’adsorption. La figure 121 montre que pour tous les métaux,
la relation entre la quantité adsorbée et le logarithme du temps n’est pas linéaire. Il ressort de
ces constats que les cinétiques d’adsorption par FCP des ions Fe**, Ni*", Cu®" et Zn*" sont
exclusivement décrites par le modele du pseudo-second ordre et qu’un seul mode d’adsorption

se déroule durant ce processus.
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Tableau 33 : Parameétres cinétiques de I’adsorption de Fe, Ni, Cu et Zn sur FCP

Pseudo-premier ordre Pseudo-second ordre Diffusion intra-particulaire Elovich
0 C t 1 1 1 1
g 0 Qeee | In(q, —q,) = Inq, — kst —=——+—t = kt> +1 =—Inap +=Int
g | g/ | (mg/g) [ "9~ =Inae—h 0 ki . 9= Wt
lfl Ge,cal R2 kZ . 9ecal R2 ki . 1 R2 B a . R2
(min) | (mg/g) (g/mg/min) | (mg/g) (mg/g/min) (g/mg) | (mg/min)
2,5 110,21 | 0,017 2596 | 0,646 0,003 119,05 | 0,999 4,66 81,70 | 0,698 0,08 i’ﬁzg 0,761
5 208,82 | 0,004 18,12 | 0,125 0,003 222,22 | 0,994 2,70 197,27 | 0,427 0,16 3(’(]1%14 0,351
ESJ 1,02
= 7,5 307,43 | 0,015 23,68 | 0,207 0,002 322,58 | 0,998 5,55 275,75 | 0,735 0,07 % 10° 0,742
&}
10 469,84 | 0,034 92,26 | 0,493 0,001 500,00 | 0,997 16,55 345,39 | 0,872 0,02 1’31%4 0,880
20 469,84 | 0,016 57,05 | 0,311 0,006 454,55 | 0,993 7,46 396,33 | 0,231 0,04 1’21%8 0,32
2,5 103,42 | 0,021 4,27 0,419 0,023 103,09 | 0,999 1,18 94,56 | 0,528 0,30 :(’412012 0,651
5 293,67 | 0,076 | 286,60 | 0,726 0,0002 344,83 | 0,993 23,54 113,95 | 0,728 0,02 }(41‘(})2 0,662
(5]
E 7,5 201,74 | 0,023 39,06 | 0,251 0,005 192,31 | 0,991 —-0,73 190,58 | 0,011 | —0,28 - 0,039
10 505,62 | 0,024 71,93 | 0,788 0,0007 526,32 | 0,997 13,25 402,40 | 0,885 0,03 1'11%6 0,833
20 352,40 | —0,006 | 67,61 | 0,205 —0,001 256,41 | 0,985 —18,16 383,72 | 0,619 | —0,02 - 0,719

180



2,5 55,05 0,004 11,31 0,307 —0,009 44,05 0,986 —-0,59 51,90 0,037 —1,54 - 0,007
5 69,95 | —0,030 3,40 0,782 —0,004 48,54 0,994 —4,52 86,59 0,913 -0,09 - 0,865
E 7,5 152,52 | —0,056 1,27 0,761 —0,002 119,04 | 0,989 —6,69 176,54 | 0,673 —0,06 - 0,622
10 269,49 | —0,009 | 16,46 0,316 —0,002 232,56 | 0,997 -3,97 272,07 | 0,322 —0,12 - 0,220
20 103,21 | —0,005 | 27,26 0,112 —0,004 63,69 0,999 —6,86 113,70 | 0,544 —0,05 - 0,655
2,5 187,61 | —0,04 50,01 0,850 0,002 196,08 | 0,997 6,09 139,00 | 0,914 0,07 1’91%4 0,856
5 499,50 | —0,09 | 225,61 | 0,936 0,001 526,32 | 1,000 18,41 368,32 | 0,887 0,02 1’71%4 0,942
E 7,5 807,15 | —0,06 | 291,20 | 0,920 0,0003 833,33 | 0,998 30,80 572,40 | 0,973 0,01 ?;(’51?64 0,966
10 938,05 - - - 0,001 1000,00 | 0,993 -1,93 973,44 | 0,006 -0,09 - 0,033
20 1668,85 - - - 0,012 1666,67 | 1,000 1,07 1668,20 | 0,092 0,35 1'4120250 0,103
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I1.5.3 Isothermes d'adsorption

Pour comprendre comment les ions adsorbés sont répartis entre la phase liquide et la phase
solide constituée de 1'adsorbant, les isothermes d'adsorption sont examinés a l'équilibre. Les
données expérimentales sont analysées en les ajustant avec différents modéles. Pour trouver le
meilleur modele a des fins de conception, des modeles d'isothermes nommés Langmuir,
Freundlich et Temkin ont été utilisés dans cette étude [157].

Les données expérimentales des équilibres pour I'adsorption du fer, du cuivre, du nickel et
du zinc sont corrélées en utilisant les formes lin€aires des équations de Langmuir (15), de
Freundlich (16) et de Temkin (17). La figure 131 représente les différents isothermes linéarisés
tels que Langmuir, Freundlich et Temkin. Les parametres estimés (Qo, K1, 1/n, Kr, B et K7) de
'ensemble des isothermes sont consignés dans le tableau 34. Les valeurs du coefficient de
corrélation de Rz, qui sont importantes pour estimer la qualité de l'ajustement, figurent
¢galement dans le tableau 34.

Les données de 1’adsorption du fer et du cuivre sont treés bien corrélées avec le modele de
Temkin avec de trés bons coefficients de corrélation de 0,9949 et 0,9921 respectivement alors
que les données de 1I’adsorption du nickel et du zinc ne sont corrélées a aucun des trois modeles
¢tudiés (Tableau 34).

Les données du tableau 34 montrent que le fer et le cuivre suivent le méme modele. Le
modele de Langmuir est le moins adapté pour correspondre aux données expérimentales
d'équilibre d'adsorption pour les deux métaux. Le coefficient de corrélation R? est si bas, avec
des valeurs de 0,01 pour le fer et de 0,31 pour le cuivre. Les données expérimentales des deux
ions ne sont pas non plus, mieux ajustées par le modele de Freundlich qui donne de mauvais
coefficients de corrélation de 0,79 et 0,82 respectivement pour le fer et le cuivre. Pour ces deux
ions, le modéle Temkin s’est avéré étre le meilleur modele pour I’ajustement des données
expérimentales, montrant d’excellentes valeurs du coefficient de corrélation de 0,9948 et
0,9921 respectivement pour le fer et le cuivre. Les valeurs de la constante b, de 1’isotherme de
Temkin sont de 3,33 et 17,76 KJ mol™! respectivement pour le fer et le cuivre. Il est connu que
la valeur de b, dans I’intervalle 8—16 KJ mol™! indique une excellente vérification du modéle
de Temkin [159]. Ces valeurs indiquent de fortes interactions entre le fer et 1’adsorbant alors
qu’entre le cuivre et I’adsorbant il existe de faibles interactions, soutenant un mécanisme
d'échange d'ions. Cela suggére qu'il existe une distribution uniforme de 1'énergie de liaison sur

la population des sites d'adsorption, soutenant ainsi un mécanisme d'adsorption homogene.
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Figure 122 : Isothermes d’absorption des métaux
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Tableau 34 :

Isothermes de I’adsorption de Fe, Ni, Cu et Zn sur FCP

Langmuir Freundlich Temkin
Ce _ 1 Ce 1 RT RT
Métal ;— K00 a lnqe = anF + E lnce qe = b_t anT +b_t lnCe
G (mg/g) | K. (L/mg) R 1/n K R b:(J/mol) A7 R
8/8 L{L/mg d t (L/mole)

Cuivre 16667 -0,0286 0,813 0,5452 131,04 0,937 17,76 2,34 0,992
Zinc -333 333 -0,0001 0,001 0,4224 140,02 0,349 25,87 5,02 0,283
Nickel -5000 -0,0023 0,103 0,3882 57,73 0,224 65,66 5,90 0,113

Fer -3 333333 -0,0001 0,010 0,9585 243,33 0,786 3,33 1,03 0,995
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de cette étude consistait a évaluer le potentiel de valorisation antioxydant
des co-produits de trois variétés (Ordinaire, Red Lady et Sunrise) de Carica papaya L. cultivées
au Sénégal afin d’apporter un levier de développement a la sous filiére.

Les feuilles et les graines des trois variétés de papayer étudiées ont un contenu relativement
intéressant en polyphénols contrairement aux épluchures. Ces dernicres sont par contre plus
riches en saponines et affichent une bonne capacité antioxydante notamment avec les méthodes
CUPRAC et ABTS"™. Il ressort de cette investigation, une possible opportunité de formulation
de compléments alimentaires pour aider a la lutte contre le stress oxydatif. La variété¢ ‘Red
Lady’ est la plus qualifiée, parmi les trois variétés, pour assurer la fonction de complément
alimentaire. Les protéines des graines dans leurs fractions majoritaires que sont les albumines
et les globulines, sont en plus une bonne source d’acides aminés essentiels qui représentent
39,75% du total.

Par ailleurs, les huiles surtout celles des variétés Ordinaire et Red Lady ont montré des taux
¢levés d'acides gras monoinsaturés et des teneurs faibles en phytostérols qui militent en faveur
de leur impact positif sur le systéeme cardiovasculaire. Par ailleurs, il se dégage une autre voie
d'exploitation comme biocarburants en raison de son pouvoir calorifique qui est proche de celui
de I'huile de colza.

Sur le plan écologique, les feuilles et les graines délipidées ont montré de réelles capacités
dans le traitement des eaux usées. Elles ont été efficacement utilisées pour I'¢limination des
contaminants récalcitrants comme les colorants cationiques tels que le Bleu de méthyléne et la
Fuchsine basique et des métaux lourds. Des taux d'éliminations de 97% pour de faibles quantités
d'adsorbant (BM : 8 g/L et FB : 6 g/L) a des pH basiques ont été obtenus. La méme étude
effectuée sur les feuilles de Carica papaya L. pour I'élimination des métaux tels que le fer, le
cuivre, le zinc et le nickel donne des résultats mitigés. Le nickel est le métal le plus difficile a
¢liminer avec un rendement maximal de 29,4% pour une concentration de 10 ppm ; tandis que
I’¢élimination du fer au mieux atteint 68,4% pour une concentration maximale de 7,5 ppm.

A partir de ces résultats, il est envisagé de poursuivre les travaux en y intégrant une étude
bactéricide et/ou fongicide des extraits des différents co-produits du papayer. Certaines
molécules fonctionnelles peuvent en étre isolées et caractérisées. Par ailleurs, des investigations
supplémentaires nécessites d’étre poursuivies pour 1’'usage sous forme de biocarburant. Il sera
aussi envisagé le développement d’une méthode de filtration en cascade dans le traitement des

eaux contaminées avec les colorants cationiques mais aussi pour les eaux ferrugineuses tout en
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résolvant 1’équation du relargage souligné lors des essais préliminaires.
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Annexe 1 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
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Annexe 2 : Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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Annexe 3 : Droite d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des proanthocyanidines
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Annexe 4 : Droite d’étalonnage du TROLOX pour la détermination de la capacité
antioxydante de la méthode DPPHe
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Annexe S : Droite d’étalonnage du TROLOX pour la détermination de la capacité
antioxydante de la méthode ABTS™"
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Annexe 6 : Droite d’étalonnage du TROLOX pour la détermination de la capacité
antioxydante totale de la méthode CUPRAC
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Annexe 7 : Droite d’étalonnage de I’escine pour la détermination de la teneur en

saponines
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Annexe 8 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols de
I'huile
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Annexe 9 : Droite d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides de 1'huile
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Annexe 10 : Droite d'étalonnage du Trolox pour la détermination de la capacité
antioxydante par le radical DPPH"
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Annexe 11 : Droite d’étalonnage de la BSA pour le dosage des protéines de réserve
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Annexe 12 : Droite d’étalonnage du Bleu de méthyléne
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Annexe 13 : Droite d’étalonnage de la Fuchsine basique

Vi



Absorbance a 547,1 nm

0,893

0,793

0,693

0,593

0,493

0,393

0,293

0,193

0,093

-0,007

y =0,1564x - 0,0067
R?=0,9982

1 2 3 4

Concentration (ppm)

vii



viii



IOSR Journal of Environmental Science, Toxicology and Food Technology (TOSR-JESTFT)
e-ISSN: 2319-2402 p- ISSN:- 2319-2399 Volume 14, Issue 25er. IV (February. 2020), PP 24-33
www. iosrjournals.org

Bio-sorption of Methylene Blue and basic fuchsin from aqueous
solution onto defatted Carica papaya seeds: mechanism and effect
of operating parameters on the adsorption yield.

&
Aissatou Alioune Gaye'", Nicolas Cyrille Ayessou'~
{Centre d'Etudes sur la Sécurits Alimentaire et Les Molécules Fonctionnalles (CESAM], Erole Supéricure
Folvtechnigue
Laboratoire d'Electrochimic et des procédés membranaires, Ecole Supérieure Polviachnigue

Abstract:The aim of the present work is to investigate the efficiency of the cationic dves removal onto defatted
Carica papaya seeds (DCPS). Batch mods experiments were performed for determining optimal parameters of
dyes removal on the defatted seeds. The surface charge distribution of DCPS was determined and the point zero
charge war found fo be 6.4.The comntact time for meximal adsorption capacities are found to be 180 mn for
methviene blue (MB) and 130 mn for basic fuschin (BF). The removal capacities of both dves increased rapidly
Jrom 93 23%fe 97 21% for MB and §8.34% fo 93.05 %5 when the pH varies betweenland 3.The, it remains
stable when varying the pH from 3 fo 11. Dye concentrations (10 to 100 mg / L)do not influence the elimination
capacities. The dve amounts adsorbed are dependent to mass of adsorbent doses. For the ME the adsorbent
concentration value found for the maximum removal capacity is § g/l while the value is 6 g/L for the basic
Juchsin. Various kinefics and adsorption isotherm models of the adrorption processes analvzed the adsorption
mechanisms The kinetics of the adsorption process were found to follow the preuds-second-order rate law.
Experimental valuss of the adsorption capacity reached the optimum values predicted by this model The
adsorption parameters were in good agreement with the Freundlich isotherm for MB and Temkin isotherm for
BF.
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L Imtroduction

Synthetic and natural dyes are widely used in chemical, pharmaceutical, textile and food factories and
can cause dramatically environmental damages [1-3] and yield considerable wastewater guantities [4.5].
Wastewater polluted by organic dyes are difficult to purified, owing to the good stability of the aromatic
structure of these compounds [6].Methylene blue (MB) 13 2 cationic dye extensively used m ndustry with a
recaleitrant nature. This dye is toxic and causes several environment and health risks. Hemolytic anemia
hyberbilirubinemia and acute renal failure, have been reported as consequence of the exposure of neonate to
methylene blue [7]. Basic fuchsin (BF) 15 a cationic dye widely used in textile and leather industries. Exposure
to basic fuchsin may cause drastically damage to health such as irritation to the respiratory tract, severe eye and
skin irritation, nausea, vomiting and diarrhea [8]. Damages to thyreid, liver and spleen are also reported [9,10].
Eemoval of these dyes from wastewater i3 essential for both health and environmental aspects. Traditional
wastewater treatment technologies proven meffective for purifying wastewater polluted by some types of dye
[11]. Several methods were used for remeoval dye from wastewater. Implementation of physico-chemical and
biclogical processes such as membrane separation [12], oxidation [13], csmosis [14], photodegradation[15],
microbial biodegradation [16-18] are difficult and are expensive. Some of these processes have a main
dizadvantage owing to the formation of unknown compounds different to the original dye molecule [19,20].
These intermediates may have different toxicity [21] and remain in solution after the treatment of the polluted
water. The adsorption method is the eaziness and the low-cost process compared to the other processes used in
industry. A large number of adsorbents such as nanoparticles, clays, zeolites, byproduct of cellulose, activated
carbon, agro-industrial wastes are applied for removing dves from wastewater [22,23]. The adsorption process is
also the most efficient technology for removal dye from wastewater. No intermediates issued from the
degradation of the dye molecules appeared because the dye molecules directly transferred from the solution to
the solid phase of the adsorbent. In addition, the amounts of adsorbent used are quite low. At the end of the
process, the adsorbent loaded dye can be stored in dry phase without damage for environment. The solid phase
can be regenerated later to be reused in the process.

In this context, we proposed the use of the residue of the defatted Carica papaya seed (DCPS), which is
very low-cost adsorbent removal dye (MB and BF, scheme 1) from wastewater. The biosorption mechanizms of
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Title: Phyto and biochemical study of three varieties of Carica papaya L. cultivated in Senegal:
Potential for valuing their by-products

Introduction. The rise and development potential of the "papaya" sector in Senegal justify the surveys
carried out on by-products of this species. Thus, the objectives of this work are the determination of the
phytochemical and biochemical composition of the by-products and the potential valuation routes.
Material and methods. Three varieties of Carica papaya L. (Ordinary, Red Lady and Sunrise) grown
in Senegal were studied on their fruit peels, leaves and seeds. The optimal extraction parameters
(Temperature, Duration, Ratio) were determined by monitoring the content of polyphenols and then of
flavonoids, proanthocyanidins and saponins. The antioxidant capacity and the reaction kinetics were
determined by three methods (ABTS™, DPPH" and CUPRAC). The lipids extracted from the seeds were
characterized and their physical properties determined. The reserve proteins of delipidated papaya seeds
were quantified and the amino acid composition determined. From the point of view of environmental
application, the optimal parameters for the removal of dyes from the residue of delipidated seeds and
heavy metals from the leaves were determined and kinetic models and absorption isotherms studied.
Results: The aqueous extracts of the different organs of the three varieties have high levels of
polyphenols and saponins, while those of flavonoids and proanthocyanidins are relatively low. The
highest antioxidant capacity was found with the ABTS™ radical. Excellent reaction kinetics are verified
for the various organs with this radical. The peels eliminate 98% of the ABTS " radical after 100 minutes.
The characterization of the oil showed a low cholesterol level, a high presence of unsaturated fatty acids
and good physical properties. The reserve proteins of delipidated seeds are mainly composed of
globulins (75%), the composition of essential amino acids of which is 39.2%. Papaya seeds can eliminate
methylene blue and fuchsin by more than 90% with an adsorbent dose of 8 g/L and 6 g/L respectively
for a concentration of 50 ppm. More than 70% iron is eliminated for a dose of adsorbent of 6 g/L for a
concentration of 10 ppm. On the other hand, metals such as copper, zinc and nickel are less well removed
by the leaves.

Conclusion. In view of the results obtained, there are emerging ways of upgrading papaya co-products
into food supplements to take advantage of their antioxidant capacities, their essential fatty acids, and
essential amino acids. By-products offer a valuation route in the treatment of ferruginous water and the
elimination of recalcitrant contaminants from industrial effluents.

Keywords: Carica papaya L., phytochemicals, antioxidant activities, lipids, proteins, dyes, heavy

metals.



Titre : Etude phyto et biochimique de trois variétés de Carica papaya L. cultivées au

Sénégal : Potentiel de valorisation de leurs sous-produits

Introduction. L’essor et le potentiel de développement de la filiére ‘papaye’ au Sénégal, justifient les
investigations portées sur les sous-produits de cette espéce. Ainsi, les objectifs de ce travail sont la
détermination de la composition phytochimique et biochimique des sous-produits et les voies de
valorisations potentielles.

Matériel et Méthodes. Trois variétés de Carica papaya L. (Ordinaire, Red Lady et Sunrise) cultivées
au Sénégal ont fait 1’objet d’études sur leurs épluchures de fruits, les feuilles et les graines. Les
paramétres optimaux d'extraction (Température, Durée, Ratio) ont été déterminés en suivant la teneur
en polyphénols puis en flavonoides, proanthocyanidines et saponines. La capacité antioxydante et la
cinétique réactionnelle ont été déterminées par trois méthodes (ABTS™, DPPH" et CUPRAC). Les
lipides extraits des graines ont été caractérisés et leurs propriétés physiques déterminées. Les protéines
de réserve des graines de papayer délipidées ont été quantifiées et la composition en acides aminés
déterminée. Du point de vue de I’application environnementale, les paramétres optimaux d'élimination
des colorants par le résidu des graines délipidées et des métaux lourds par les feuilles ont été déterminés
et les modeles cinétiques et les isothermes d'adsorption étudiés.

Résultats : Les extraits aqueux des différents organes des trois variétés présentent des teneurs de
polyphénols et de saponines élevées alors que celles des flavonoides et des proanthocyanidines sont
relativement faibles. La capacité antioxydante la plus élevée a été retrouvée avec le radical ABTS™. Une
excellente cinétique réactionnelle est observée pour les différents organes avec ce radical. Les
épluchures éliminent a 98% le radical ABTS™ au bout de cent minutes. La caractérisation de 1'huile a
montré un faible taux de cholestérol, une forte présence d'acides gras insaturés et de bonnes propriétés
physiques. Les protéines de réserve des graines délipidées sont majoritairement composées de
globulines (75%) dont la composition en acides aminés essentiels est de 39,2%. Les graines de papayer
peuvent éliminer le bleu de méthyléne et la fuchsine a plus de 90% avec une dose d'adsorbant de 8 g/L
et 6 g/L respectivement pour une concentration de 50 ppm. L'élimination du fer se fait a plus de 70%
pour une dose d'adsorbant de 6 g/L. pour une concentration de 10 ppm. Par contre, les métaux tels que
le cuivre, le zinc et le nickel sont moins bien éliminés par les feuilles.

Conclusion. Au vu des résultats obtenus, il se profile des voies de valorisation en compléments
alimentaires des sous-produits de papayers pour tirer profit de leurs capacités antioxydantes, de leurs
acides gras essentiels et des acides aminés essentiels. Les sous-produits offrent une voie de valorisation
dans le traitement des eaux ferrugineuses et I’élimination des contaminants récalcitrants des effluents
industriels.

Mots-clés : Carica papaya L., composés phytochimiques, activités antioxydantes, lipides,

protéines, colorants, métaux lourds.




